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CHAP ITRE I I NTRODUCTION GENERALE 
'~ theory is a species of 
thinking, and its right ta 
exist is coextensive with 
its power of resisting 
extinction by its rivals " 
(T. H. HUXLEY , "Science and 
culture " - 1888) 
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1. 1 Considé rations générales 
On peut définir la s§nescence comme un processus évolutif 
irréversible qui accentue au cours de l'âge chronologique la 
probabilité de dysfonctionnement de l'organisme par des modifications 
fonctionnelles des structures moléculaires, sub-cellulaires, cel-
lulaires, tissulaires, et finalement, de celles des organes. 
Cette définition fait apparaître la complexité et la dyna-
mique du phénomène, mais aussi le découpage du phénomène en plans 
moléculaires, cellulaires, tissulaires . . . et donne lieu à l'émer-
gence de multiples théories que l'on peut regrouper en deux modèles 
principaux. Nous allons envisager globalement ces deux modèles 
avant de les analyser en détail par la suite . 
Le premier pose le vieillissement comme déterminé génétique-
ment : une "horloge interne" règle la durée de vie d'un individu ou 
d ' une espèce donnée. Les sites de changements liés au vieillis-
sement sont d'abord localisés au niveau des g8nes dont la modifi-
cation aura pour résultante : l'apparition de protéines et d'enzymes 
modifi ées, la déterioration des structures subcellulaires, la moindre 
efficacité de la régulation homéostasique et des mécanismes de dé-
fenses cellulaires etc. Dans cette optique, les changements struc-
turels et de régulation sont dus ini t ialement à des modifications 
dans le fonctionnement et l'organisation du génome . 
Le deuxième présente le vieillissement comme résultant de 
modifications qui ne seraient pas liées au génome,mais plutôt à 
un environnement cellulaire particulier, sorte de modifications 
post-traductionnelles affectant notamment le niveau enzymatique 
de la cellule . L'organisme subit de multiples dommages aléatoires, 
ponctuels, dont l'accumulation jusqu'à un seuil intolérable pro-
voque la mort cellulaire, tissulaire, et enfin, celle de l'organisme . 
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Ces deux modèles stimulent largement le milieu scientifique 
concerné,mais nous s-emblent trop souvent présentés en des termes de 
rivalités aigües. Ni l'un ni l'autre ne peut aujourd'hui faire 
sien l'ensemble des observations et expériences réalisées sur la 
sénescence : les syndromes de Werner et de Progeria caractérisés 
par une sénilité précoce, la culture de cellules limitée dans le 
temps (en fonction du type de souches et l'âge du donneur) appuient 
la thèse d'un déterminisme génétique alors que les altérations 
moléculaires d'enzymes particulières dansdifférents organes ou cel-
lules en culture semblent résulter d'une action du milieu. Pour 
notre part, nous pensons que déterminisme et usure du système sont 
les expressions partielles d'un même phénomène dont le processus 
global ne sera mis à jour qu'à la condition de considérer ces ob-
servations comme complémentaires. 
1.2 Sénescence et déterminisme 
On peut dégager deux caractéristiques universelles des 
m~tazoaires supérieurs : 
1. tous ces organismes présentent un déclin graduel d'adaptation 
à un environnement normal qui se manifeste très rapidement 
2. tous les membres d'une même espèce ont un temps de vie 
fixé dont la variabilité pour des animaux en bonne santé 
est relativement faible. 
Ces deux caractéristiques apparaissent comme héritées et 
génétiquement contrôlées. De même, la période qui précède la 
maturité productive est identique pour une même espèce. 
Il nous faut donc émettre l'hypothèse qu'il existe pour 
chaque individu un programme génétique capable d'assurer ces 
déterminismes. 
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Les nombreuses théories qui envisagent une explication 
déterministe au vieillissement - proposent le gène comme site fon-
, 
damental d'un changement qui initialise le processus de sénescence . 
Les facteurs extérieurs de''stress~ nourriture, etc. influencent 
quant à eux, la cinétique du processus. Ainsi, les théories basées 
sur l'observation de changements, comme les modifications 
- enzymatiques, hormonales 
- de la perméabilité membranaire 
- de l'intégrité des structures sub-cellulaires 
- de l'homéostasie ou le "cross-linking" 
des macromolécules et l'apparition de lipofuscine, privilégient-elles 
en fait, la nature secondaire de ces modifications, le processus 
initial étant localisé au niveau du génome. 
Avant de passer à la présentation des théories "déterministes" 
les plus importantes, il faut encore insister sur le fait que si 
l'on montre que le maximum d'espérance de vie chez les individus 
d'une mênre espèce est fixé, très peu de ces individus atteignent 
ce maximum. L'environnement naturel et les facteurs intrinsèques 
aléatoires jouent le rôle de distracteurs capables d'altérer le 
programme du vieillissement en le court-circuitant. 
Ceci explique entre autres, la difficulté des chercheurs à 
distinguer ce qui compose le "programme" et ce qui en altère la 
cinétique, les séquences symptomatiques et provoque son arrêt. 
1.2. 1 Théorie_des_mutations_somatiques 
Les observations réalisées par Ross et Scott (1939) sur 
des rats irradiés très faiblement ont montré que ceux-ci voyaient 
leur espérance de vie baisser très fortement. Cette observation 
et bien d'autres encore, conduisirent Szilard (1959 a, 1959 b) 
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à proposer la théorie des "mutations somatiques" comme modèle 
explicatif du vieillissement . Cette théorie présente les mutations 
"provoquées" ou "spontanêes" comme autant d ' agressions destructrices 
des gènes et des chromosomes dans les cellules post-mitotiques . 
Pendant la vie de l'organisme, celui-ci voit progressivement sa 
charge en mutations croître, l'efficacité des gènes affectée et 
la production de protéines fonctionnelles décroître d'autant. La 
mor t survient lorsque la charge de mutations atteint un seuil 
critique à la cellule et finalement à l ' organisme entier. 
Saksela et Moorhead (1963) et Thompson et Holliday (1975) 
ont en effet mis en évidence une augmentation de l'aneuploïdie 
et des aberrations chromosomiques chez les vieilles cellules en 
culture. La mutagenèse engendrée par des radiatiorrs ionisantes 
accélère le vieillissement des fibroblastes de poulet,mais non 
ceux de l'homme (Macieira - Coelho et al. 1976) . 
Curtis ( 1965) précisera que les dommages causés par les 
radiatio~s ionisantes sont plus néfastes aux cellules post-mito-
tiques et moins aux pré-mitotiques . Les premières accumulent 
les effets mutagènes sans disposer d'aucun moyen d'élimination 
par les divisions, les dernières étant éliminées et remplacées 
par d'autres cellules saines . 
Cependant, aucune preuve n'indique que ces mutations sont 
la cause du vieillissement ou au contraire un effet des modifi-
cations survenant au niveau d'autres processus cellulaires (comme 
la synthèse des protéines). La DNA polymérase pourrait en effet 
introduire de telles mutations (Linn et al . 1976) . 
Les observations effectuées sur des fibroblastes de poumon 
d'embryons humains (lignée MRC-5), trai t és avec de la colchicine 
pendant 3 à 6 heures, montrent que la population cellulaire 
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survivante est à 60 % tétraploïde ·et continue à se diviser pendant 
un temps ï dentique aux cellules diploïdes dont elles dérivent . Si 
l ' accumulation de mutations et de modifications était la cause 
de leur mort, alors, les cellules tétraploïdes devraient présenter 
une résistance plus grande et une vie plus longue, ce qui n'est pas 
le cas (Thompson et Holliday 1978; Hoehn et al. 1975). 
Dans un article de revue sur la théorie des mutations, 
Sinex (1974) expose d'autres paradoxes de cette théorie . Ainsi, 
si les dommages imputés aux radiations ionisantes sont identiques 
à ceux lié s au vieillissement normal, alors, les espèces à vie 
longue seront plus résistantes aux radiations. Ce n'est pas ce 
que l'on observe, en effet: l'approximation des L . D. 50 pour l ' hom-
me, la souris, le rat, la drosophile et la paramécie sont respec-
tivement· de 450, 550, 750, 64.000 et 300 . 000 Roëntgens. Il n'y 
a donc pas de corrélation entre sensibilité aux radiations et lon-
gévité. La drosophile et la paramécie ont une vie courte,mais 
une résiatance élevée; l'homme dont la résistance est faible vit, 
plus ou moins,une septantaine d'années . 
Selon Kanungo (1980), les radiations ionisantes n'accélèrent 
pas le vieillissement,mais induisent plutôt une mort précoce en 
augmentant la probabilité d'apparition de cancer ou d'autres 
processus "non-spécifiques " au vieillissemement relevant des syn-
dromes de radiations et non liés à la sénescence naturelle. 
Enfin, des études portant sur les mécanismes de réparation 
des altérations survenues au DNA montrent que plus la cellule 
dérive d'une espèce à vie longue et plus son mécanisme de réparation 
est efficient. De même, celui-ci perd de son efficacité en fonction 
de l'âge de la culture (Price et al. 1971) . 
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Les fibroblastes dérivant d'individus atteints du syndrome 
de Progéria montrent un faible potentiel de division mais aussi 
une diminution de leur capacité de réparer les dommages du DNA 
causés par des traitements aux Rayons X (Epstein et al. 1973). 
Par contre, la capacité de réparer le DNA chez les fibroblastes 
normaux ne décroît qu'à l'extrême limite de la vie des cellules. 
Ce phénomène ne trouverait donc son explication que par l'appari-
tion préalable d'autres modifications tendant toutes, "in fine", 
à la mort cellulaire. 
Les causes et conséquences des perturbations cellulaires 
évoquées ici ont sans nul doute un impact sur la sénescence. Il 
semble cependant évident que le vieillissement ne puisse pas trou-
ver d'explications globales s'il ne prend en considération :que les 
mutations somatiques provoquées ou spontanées (Comfort 1979; Sinex 
1974; Kanungo 1980). 
1.2.2 Thé.orie_de_"l'erreur_catastroEhigue" 
Comme nous l'avons souligné dans notre introduction, si la 
sénescence se marque par des altérations géniques, celles-ci 
doivent se manifester également sur les proté ines. Ainsi, de 
nombreuses études ont été effectuées pour caractériser la sénes-
cence cellulaire sur le plan morphologique et biochimique. Ce 
dernier plan, très riche en observations, a montré l'existence 
de très nombreuses protéines modifiées, altérées, inactivées ou 
partiellement inactivées dont la genèse est liée à la sénescence 
(Wilson 1981). Les unes, à faible taux de renouvellement,favo-
risent l'hypothèse d'une origine aléatoire dans ces modifications 
dont l'émergence serait liée à l'accumulation progressive d'ag-
gressions diverses du milieu. Les autres, à renouvellement 
élevé,peuvent difficilement rendre compte de cette hypothèse; 
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la constance de leur synthèse implique l'existence de modifications 
à un niveau plus fondamental : celui des mécanismes de leur produc-
tion. 
Les possibilités explicatives de ce dernier point sont 
triples : soit , la cellule utilise des blocs d'informations dif-
férents pour synthétiser ses protéines soit, le contenu génétique 
originel est modifié irréversiblement par des mutations somatiques 
au hasard (cfr ci-dessus) soit, l'accumulation d'altérations pro-
téiques est liée au mauvais fonctionnement des mécanismes de trans-
fert de l'information génétique. C'est en 1963 qu'Orgel (Orgel 
1963) proposa cette troisième alternative, clé de voûte d'un édi-
fice théorique remarquable dont la proposition consiste à remarquer 
parmi les altérations àléatoires qui affectent la structure proté-
ique, ceiles qui touchent les enzymes participant elles-mêmes à 
l'expression de l'information. Ainsi, l'incorporation de nucléo-
tides erro .nés dans les mRNAs pendant la transcription, ou 1 'in-
corporati-on d'acides aminés erronés dans les protéines et parti-
culièrement celles liées à l'expression génétique, conduit auto-
matiquement à une amplification de ces erreurs par rétroaction, 
à leur auto-propagation et à l'augmentation d'enzymes ou de pro-
téines défectueuses. Ce processus conduit à la sénescence et la 
mort cellulaire selon le mode de "l'error catastrophe theory". 
Il faut cependant remarquer que l'incorporation d'erreurs dans 
des protéines des chaînes métaboliques ne peut être dangereusP 
si ces enzymes ont une demi-vie courte. Si par contre, une erreur 
est introduite dans les RNA polymérases ou les amino-acyl - tRNA 
synthétases, elle conduira immanquablement à l'incorporation 
d'erreurs et donc de mauvais acides aminés dans toutes les pro-
téines synthétisées par la cellule. Cette théorie postule donc 
que la fidélité ou la précision de la machinerie de transfert de 
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l'information n'est pas absolue. Plus tard, 0rgel (1970) modifia 
sa théorie en suggérant, à côté du mécanisme décrit, la possibilité 
pour la cellule d'éviter le caractère inéluctable de l'évolution 
exponentielle d'erreurs. Ainsi, en supposant que la première géné-
ration de synthése protéique est vierge de toute erreur au niveau 
des t-RNA synthétases, des ribosomes, etc., et assumant le carac-
tère non absolu de la fidélité de transcription, la seconde géné-
ration acquerra quelques erreurs; la cellule engendrera des pro-
téines erronées qui accentueront les erreurs dans la troisième 
génération de l'appareil de synthése, etc. Si ce processus con-
tinue, deÛx voies se présentent : l'une conduisant à un fréquence 
d'erreurs de plus en plus grande et à la catastrophe, l'autre, à 
une fréquence d'erreurs convergeant vers une valeur non nulle 
stable où le processus de vieillissement ne se manifeste pas ou 
peu. Ainsi, 0rgel (1973) précise que des cellules peuvent produire 
un appareil de synthèse plus fiable si les protéines altérées sont 
détruitea par des enzymes adéquates. 
Le résultat final est la stabilisation de la fréquence 
d'erreurs à un niveau peu élevé et tolérable. 
Sans être formellement démontrée, la théorie d'0rgel a le 
mérite d'avoir suscité un nombre considérable de travaux qui ont 
enrichi nos connaissances sur les changements qualitatifs et 
quantitatifs s'opérant dans les protéines ou dans les mécanismes 
de traduction .au cours du vieillissement. 
Il existe des arguments expérimentaux favorables (Lewis et 
arrant 1972; Holliday et Tarrant 1972) et opposés (Rolland et al . 
1973, Gershon 1979, Rothstein 1979) à la théorie de l'erreur catas-
trophique,rnais tirés d'études indirectes sur la fidélité de synthèse 
protéique sénescente; récemment, Wojtyk et Goldstein (1980) ont 
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développé un "cell-free protein synthesi zing system" à partir de 
fibroblastes humains en culture dérivant de donneurs normaux ou 
atteints des syndromes de Werner ou de progeria qui montre par une 
approche directe que: 
1. la fidélité de synthèse protéique chez des fibroblastes 
normaux n'est pas altérée en fonction de l'âge de la culture. 
2. les cellules de donneurs âgés ne présentent pas une fréquence 
d'erreur traductionnelle significativement élevée. 
3. les extraits fibroblastiques de donneurs atteints des syn-
dromes de vieillissement prématuré présentent une fréquence 
d'érreur identique aux cellules normales . 
4. la lignée transfo'rmée sv40-MRC 5 ne présente pas une fré-
quence d'erreur plus faible que la lignée d'origine MRC 5. 
Ces résultats, confirmés par les travaux de Harley et al. 
(1980) sur des fibroblastes humains en culture sont donc en con-
tradiction avec les bases mêmes de la théorie d'Orgel et son co -
roUaire ~ui veut que des lignées transformées (cancéreuses) pré-
sentent une fréquence d'erreur plus faible que les lignées paren-
tales normales. 
Cependant, d'autres résultats sur des tissus eucaryotiques, 
obtenus par les mêmes techniques, montrent que la fidélité tra-
ductionnelle s'accroît (Kurtz 1975), devient plus faible (Mariotti 
et Ruscitto 1977), ou ne change pas significativement (Mori et al . 
1979, Yang et al. 1977) chez des animaux âgés. 
Tout en réfutant l'hypothèse d'Orgel, Wojtyk et Goldstein 
(1980) estiment qu'une protéine de 300 acides aminés a 74 % de 
chance d'être synthétisée correctement; les 26 % de protéines 
altérées seraient compatibles avec la survie cellulaire si l'on 
rejoint l'hypothèse d'un mécanisme protéolytique efficace capable 
d'identifier et de dégrader ces protéines aberrantes (Goldberg et 
St John 1976). 
-11- · 
D'autre part, il convient de souligner que le modèle de 
rétro-action d'Orgel exige que les modifications qui apparaissent 
dans les protéines au co~rs du vieillissement correspondent effec-
tivement à des changements de leur séquence d'acides aminés. Or, 
cette relation est difficile à démontrer et largement controversée 
aujourd'hui (cfr a linéa 1-3). 
De plus, si effectivement la théorie généralisée d'Orgel 
explique les causes de la sénescence cellulaire, pourquoi les 
cellules germinales n'accumulent pas d'erreurs? Cette question 
mise en avant par Orgel lui-même (Orgel 1973) voit une partie de 
la réponse proposée par l'existence d'un contrôle de qualité 
opérationnel pendant l'oogenèse et les premiers stades du déve-
loppement embryonnaire. Ce contrôle rejetterait lesœufs et em-
bryons à trop haut niveau d'erreurs. La question se repose alors 
de savoir si ce contrôle existe et pourquoi un tel mécanisme 
arrite de fonctionner une fois que le développementfœtal est 
atteint? 
Nous constatons combien cette théorie est séduisante,mais 
aussi combien de contradictions et de questions elle laisse sans 
réponse. Ainsi, si nous pensons qu'un axe déterministe sous-tend 
la phénoménologie du vieillissement, celle-ci nous semble modulée 
par d'autres facteurs biologiques que nous développerons ci-des-
sous dans le cadre des théories environnementalistes. 
-12-
1.3 Sénescence et environnementalisme 
L'attention portéé à la théorie d'Orgel a conduit à l'émer-
gence d'une hypothèse nouvelle qui se focalise essentiellement sur 
l'analyse et l'explication des modifications post-traductionnelles 
affectant les enzymes. Dans le cas de cellules dont la synthèse 
est active cr.ue.1 que soit l'âge de l'organisme,: les protéines peuvent 
être altérées à partir d'événements traductionnels ou post-traduc-
tionnels. 
La _synthèse fautive est un corollaire de la théorie 
de l'erreur catastrophique. Ainsi, des molécules protéiques alté-
rées doivent apparaître ,:avec l'âge et donc présenter des activités 
cataly tiques réduites par unité de protéine purifiée ou par unité 
antigénique de l'enzyme. De même, ces molécules altérées sont le 
résultat :d'une synthèse protéique erronée et donc d'incorporations 
aléatoires incorrectes d'acides aminés pendant leur synthèse "de 
nova". Tout cela doit conduire à l'existence pour une même enzyme 
de molécules d'activité catalytique complète,partielle et nulle. 
En effet, les modifications d'acides aminés peuvent affecter le 
site actif, la fi xation du cofacteur ou d'autres sites moins 
importants pour l'activité catalytique. De plus, les enzymes 
modifi ées (altérées) participent_ elles-mêmes au . mécanisme de propa-
gation en chaîne des erreurs de traduction. Enfin, si la cons-
tante de proportiotalité entre erreurs dans l'appareil de syn-
thèse et erreurs dans les protéines fraîchement synthétisées est 
supérieure à 1, l'évolution exponentielle de synthèse de molécules 
abérrantes conduira à la catastrophe finale. Orgel n'a cependant 
pas spécifié quel niveau d'activité enzymatique altéré était 
catastrophique pour la cellule. 
-13-
Avant d'entrer dans le développement des arguments expé-
rimenta ux de cette hypot~èse, on rappellera que les critères de 
modification d'enzymes chez des cellules ou des organismes âgés 
sont nombreux et incluent particulièrement, (1) la stabilité 
thermique, (2) les modifications de charge ou de point isoélec-
trique, (3) les altérations des propriétés cinétiques, (4) les 
modifications de l'activité d'une enzyme rapportée au nombre de 
molécules ou au nombre d'antigènes. Ce dernier point correspond 
au rapport entre activité enzymatique et réactivité immunologique; 
"' il décroit lorsqu'une enzyme devient complètement ou partiellement 
inactive sans avoir pour autant perdu sa capacité de réagir avec 
des anticorps spécifiques. 
1.3. 1 Résultats_sur_les_modifications_enzzmatigues 
Un grand nombre de caractéristiques enzymatiques ont été 
étudiées au cours du vieillissement : le pH optimum d'activité, 
la mobilÎté électrophorétique, la composition en acides aminés, 
le poids moléculaire, l'affinité pour le substrat etc. (Gershon 
et Gershon 1973; Reiss et Rothstein 1975; Gupta et Rothstein 
1976 a, 1976 b; Reiss et Gershon 1976 b; Sharma et al. 1976 a; 
Gore n et al. 1977; Mennecier et Dreyfus 1974; Dreyfus et al. 1977). 
Ces propriétés ne semblent pas ou peu modifiées aux cours 
du vieillissement. Cependant, il en est trois qui se dégagent 
particulièrement et semblent faire partie de la stratégie d'étude du 
vieillissement enzymatique (Houben 1981), ce sont : 
1. le comportement enzymatique à haute température, 
2. l'apparition d'une fraction "matériel à réaction croisée"(CRM), 
3. l'activité spécifique plus ou moins déficitaire chez lès 
organismes vieux. 
-14-
Les tableaux 1 et 2 reprennent ces trois types de modifi-
cations associées à l'étude spécifique des superoxyde dismutases 
cytoplasmiques (tableau 1) et mitochondriales (tableau 2 ) • 
Le tableau 3 présente ces modifications associées à des 
enzyroes étudiées sur le modèle de cellules en culture. 
Commentaires tableaux 1 et 2~ 
D'une manière générale, l'étude de la thermolabilité de 
la S0D cytoplasmique et mitochondria le a été très peu réalisée, 
mais montre que seule la S0D cytoplasmique présente une thermo-
labilité accrue par rapport à la S0D cytoplasmique jeune. 
L'analyse du matériel à réaction croisée (CRM) présente 
une hétérogénéité de résultats (apparition de CRM) entre espèces. 
Cependant, pour une même espèce, les résultats sont cohérents et 
indiquent une apparition de CRM de la superoxyde dismutase cyto-
plasmique (souris, rats, fibroblastes WI-38) en fonction de l'âge. 
Quant à l'activité spécifique, la superoxyde dismutase 
mitochondriale et la majorité des études réalisées sur la super-
oxyde dismutase cytoplasmique (16 études/21) montrent qu'il n'y 
a pas d'évolution particulière. Il faut cependant remarquer que 
les 5 études restantes indiquent des pertes d'activités spécifiques 
de l'ordre de 37,5 % (Glass et Ger shon 1981), 36 % (Massie et al. 
1979), 55 % (Reiss et Gershon 1976 a) et 60 % (Reiss et Gershon 
1976 b) par rapport à l'activité spécifique "jeune". 
Enfin, il semblerait qu'il existe un lien entre une 
thermolabilité accrue et l'apparition de matériel à réaction 
croisée (Reiss et Gershon 1976 a, 1976 b ; .sSomville et Remacle 
1980; Dovrat et Gershon 1981). 
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L'évolution de l'activité spécifique ne peut pas être 
significativement corrélée avec la thermolabilité et/ou le matériel 
à réaction croisée. 
On notera également que l'étude de Marklund et al. (1981) sur 
les lymphocytes et globules rouges de patients atteints du syndrome 
de Werner (vieillissement précoce et espérance de vie de 45 ans) 
ne montre pas de modification de l'activité spécifique des super-
oxyde dismutases cytoplasmiques ou mitochondriales. 
Commentaires tableau 3 . 
Malgré le peu de données enzymatiques disponibles dans la 
littératur€, nous constatons que les enzymes lysosomiaux ou mito-
chondriaux · ne présentent pas de thermolabilité accrue au cours du 
vieillissement de la culture cellulaire. Par contre, les enzymes 
cytoplasmiques semblent présenter ce phénomène de labilisation. 
On remarquera aussi qu'une thermolabilité normale n'est pas 
accompagnée de C.R.M. (Shakespeare et Buchanan 1978). 
Enfin, on notera que la thermolabilisation accrue d'enzymes 
cytoplasmiques pour des cellules normales (maximum de générations 
' 53-54), se retrouve pour des enzymes cytoplasmiques dont les 
cellules sont atteintes du syndrome de Werner (Maximum de généra-
tions : 9-10). 
Remarques et conclusions 
Les résultats présentés ci-dessus, associés aux synthèses 
bibliographiques - sur les modifications enzymatiques liées au 
vieillissement cellulaire - réalisées par Houben (1981), Kanungo 
(19 80), Wilson (1981), Waite (1981) et Rothstein (1981), suggèrent 
les remarques et les conclusions suivantes 
1. Pour une même enzyme, différents auteurs utilisent des 
unités d'activités dont les paramètres de références sont : mg 
protéines, volume sanguin, mg DNA, mg d'Hémoglobine etc. à 
C
ul
tu
re
 d
es
 c
e
ll
u
le
s 
En
zy
m
es
 
M
at
ér
ie
l 
Th
~ 
C
yt
op
la
sm
e 
ho
m
m
e 
gl
uc
os
e-
ph
os
ph
at
e-
hé
pa
to
cy
te
s 
is
om
ér
as
e 
fi
br
ob
la
st
es
 M
RC
S-
' 
0 
po
um
on
 f
œ
ta
l 
6 
-
ph
os
ph
og
lu
co
na
te
 
fi
br
ob
la
st
es
 M
RC
S-
+
 
dé
sh
yd
ro
gé
na
se
 
po
um
on
 f
œ
ta
l 
3 
-
ph
os
ph
og
ly
cé
r'a
te
 
hé
pa
to
cy
te
s 
ki
na
se
 
gl
uc
os
e-
6-
ph
os
ph
at
e 
fi
br
ob
la
st
es
 M
RC
S-
+
 
dé
sh
yd
ro
gé
na
se
 
po
um
on
 f
œ
ta
l 
fi
br
ob
la
st
es
 W
I-
38
 
+
 
po
um
on
 f
œ
ta
l 
fi
br
ob
la
st
es
 p
ea
u-
+
 
n
o
u
v
e
a
u
 
n
é 
fi
br
ob
la
st
es
 p
ea
u-
0 
n
o
u
v
e
a
u
 
n
é 
hé
pa
to
cy
te
s 
py
ru
va
te
-k
in
as
e 
hé
pa
to
cy
te
s 
la
ct
at
e-
dé
sh
yd
ro
-
fi
br
ob
la
st
es
 M
RC
S-
gé
na
se
 
po
um
on
 f
œ
 ta
l 
D
N
A
-p
ol
ym
ér
as
e 
Il
 
Il
 
Il
 
ho
m
m
e 
-
sy
nd
ro
m
e 
de
 W
e
rn
e
r 
gl
uc
os
e-
6-
ph
os
ph
at
e 
fi
br
ob
la
st
es
 W
S-H
MG
 
+
 
dé
sh
yd
ro
gé
na
se
 
pe
au
 
6 
-
ph
os
ph
og
lu
co
na
te
 
fi
br
ob
la
st
es
 p
ea
u 
+
 
dé
sh
yd
ro
gé
na
se
 
H
yp
ox
a
n
th
in
e-
gu
an
in
e 
fi
br
ob
la
st
es
 p
ea
u 
+
 
ph
os
ph
or
ib
os
yl
-t
ra
ns
-
fé
ra
se
 
-
-
-
-
-
-
-
-
M
od
if
ic
at
io
ns
 
A
.S
~ 
0 u.
 
•
 
C.
R.
M
. 
0 
(2)
 
0 
0 
(2)
 
0 
•
 
0 
(2)
 
0 
0 
(2)
 
0 
-
(2)
 
+
 
-
(2)
 
R
éf
ér
en
ce
s 
K
ah
n 
e
t 
a
l.
 
19
77
 b
 
Sh
ak
es
pe
ar
e 
e
t 
Bu
di.
.
a
n
a
n
 
19
78
 
H
ol
li
da
y 
e
t 
T
ar
ra
nt
 1
97
2 
K
ah
n 
e
t 
a
l.
 
19
77
 b
 
H
ol
li
da
y 
e
t 
T
ar
ra
nt
 1
97
2 
H
ou
be
n 
e
t 
R
em
ac
le
 
19
78
 
D
un
ca
n 
e
t 
a
l.
 
19
77
 
P
en
de
rg
ra
ss
 e
t 
a
l.
 
19
76
 
K
ah
n 
e
t 
a
l.
 
19
77
 a
 
K
ah
n 
e
t 
a
l.
 
19
77
 b
 
L
ew
is
 e
t 
T
ar
ra
nt
 1
97
2 
M
ur
ra
y 
19
81
 
H
ou
be
n 
e
t 
a
l.
 
19
80
 
G
ol
ds
te
in
 e
t 
M
oe
rm
an
 
19
 75
 
G
ol
ds
te
in
 e
t 
M
oe
rrn
an
 
19
75
 
1 
.
.
.
.
.
 
CD
 1 
Ly
so
so
m
es
 
ho
m
m
e 
N
-a
cé
ty
l-
(3-
D
. 
fi
br
ob
la
st
es
 W
I-
38
-
0 
H
ou
be
n 
e
t 
R
em
ac
le
 
19
78
 
gl
uc
os
am
in
id
as
e 
po
um
on
 f
œ
ta
l 
N
-
a
c
ét
yl
-a
-
D
-
Il
 
0 
Il
 
Il
 
ga
la
ct
os
am
in
id
as
e 
a
-
D
-g
lu
co
si
da
se
 
Il
 
0 
: 
Il
 
Il
 
(3-
D
-g
al
ac
to
si
da
se
 
hé
pa
to
cy
te
s 
-
(2
) 
0 
L
er
a
y 
e
t 
a
l.
 
19
81
 
ho
m
m
e 
-
sy
nd
ro
m
e 
de
 
•
 
' 
W
er
ne
r 
N
-a
cé
ty
l-
(3-
D
-
fi
br
ob
la
st
es
 W
I-
38
-
0 
H
ou
be
n 
e
t 
a
l.
 
19
80
 
gl
uc
os
am
in
id
as
e 
po
um
on
 f
œ
ta
l 
N
-a
cé
ty
l-
a
-
D
 
Il
 
0 
Il
 
Il
 
ga
la
ct
o
sa
m
in
id
as
e 
a
-
D
-g
lu
co
si
da
se
 
Il
 
0 
Il
 
Il
 
M
it
oc
ho
nd
ri
es
 
ho
m
m
e 
' 
s
u
lp
hi
te
 c
yt
oc
ho
m
e 
fi
br
ob
la
st
es
 W
I-
38
-
0 
H
ou
be
n 
e
t 
R
em
ac
le
 
19
78
 
C 
re
du
ct
as
e 
po
um
on
 f
œ
ta
l 
ho
m
m
e-
sy
nd
ro
m
e 
de
 
W
er
ne
r 
·
Il
 
fi
br
ob
la
st
es
 W
S-H
M
G 
pe
au
 
0 
H
ou
be
n 
e
t 
a
l.
 
19
80
 
T
ab
le
au
 
3 
M
od
if
ic
at
io
ns
 e
n
z
ym
at
iq
ue
s 
o
bs
er
vé
es
 s
u
r 
de
s 
e
n
z
ym
es
 d
e 
c
e
ll
u
le
s 
e
n
 
c
u
lt
u
re
. 
•
 
th
er
m
ol
ab
il
it
é 
l'::. 
a
c
ti
v
it
é 
s
pé
ci
fi
qu
e 
•
 
m
a
té
ri
el
 à
 r
éa
ct
io
n 
o
 
u
n
it
és
 
: 
(2
) 
pa
r 
m
g 
+
 
a
u
gm
e
n
ta
ti
on
s 
0 
pa
s 
de
 d
if
fé
re
nc
e 
c
ro
is
ée
 
pr
ot
éi
ne
s 
-
di
m
in
ut
io
n 
de
 l
'a
c
ti
v
it
é 
a
v
e
c
 
le
 v
ie
il
li
ss
em
en
t 
1 
.
.
.
.
.
.
 
I.O
 
1 
-20-
l'exception du DNA, ces paramètres évoluent au cours de l'âge et 
donc les comparaisons sont difficiles à réaliser. A ce sujet, Glass et 
Gershon (1981) ont montré clairement que la différence d'activité 
S0D totale par g d'Hémoglobine chez des rats jeunes et vieux était 
de± 17 % • Exprimée en unité d'activité S0Dpar globule rouge, cette 
différence était de 37,5 % entre les 2 âges considérés. 
Il semblerait que ce soit pour ces raisons que Joentje 
et al., Stevens et al., et Marklund et al., n'aient pas détecté · 
des différences d'activité S0D humaine en fonction de l'âge. 
Cette activité étant exprimée par g d'Hémoglobine (Joentje et 
al. 1978), par mg protéine ou par volume sangui~ total 
(Stevens et - al . 1975), et par mg protéine (Marklund et al. 1981). 
Enfin, exprimées en unités par mg de protéines ou par mg de 
DNA, les àctivi tés enzymatiques ne peuvent rendre compte d'une perte du con-
tenu enzymatique ou d'une perte d'efficacité catalytique (Rothstein 19 75). 
2. Les âges considérés pour classer un animal vieux varient 
fortemeoc a) pour une même espèce : Exemples : Rats 12 mois, Rats 24 mois 
(Bulos eL al. 1971}, Rats 30 mois (Wilson 1972); b) pour l'étude d'une même 
enzyme : Exemple: superoxyde dismutase (cfr tableau 1 et '2). 
3. Les études de thermolabili té (pour rares qu'elles soient), 
sont comparables entre elles. Elles présentent une décroissance expo-
nentielle de dénaturation . Cependant , nous mettons en cause la qualité des 
courbes présentées par Reiss et Gershon qui par manque de points expérimen-
taux, nous semblent proposer des conclusions pour le moins prématurées 
(Reiss et Gershon, 1976 b). 
4. Les études sur le matériel à réaction croisée (CRM) 
sont comparables entre elles. 
5. Le foie de mammifères a largement été employé dans les 
études de sénescence. Approximativement 0,01 % des cellules 
hépatiques sont engagées à tout moment dans un processus de division 
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(Kanungo 1980). Par c~nséquent, le foie présente une mixture hété-
rogène de cellules en divisions et non divisions; et donc, il est 
claiL que les données sur ' le foie ne peuvent être comparées avec 
d'autres sur le cerveau ou les muscles squelettiques pour lesquelles 
leurs cellules sont post-mitotiques( à l'exception des cellules gliales) . 
Conclusions 
1. A la lumière des quelques remarques présentées ici, nous 
constatons le besoin réel d'approcher à des modèles standard 
globaux qui permettraient de comparer valablement différents états 
enzymatiqt-1~.s et donner une image cohérente de 1 1 évolution fonction-
nelle des voies métaboliques pour tout organisme en fonction de 
l'âge chronologique. 
Par exemple, des études sur les activités de la glucokinase, 
la phosphofructokinase, la pyruvate kinase, la pyruvate carboxylase, 
la fructose 1,6 - diphosphatase et la glucose - 6- phosphatase qui 
sont les enzymes régulatrices clés respectivement de la glycolyse 
et de la glyconéogenèse, seraient d'un très grand intérêt dans 
la compréhension des effets du vieillissement sur le métabolisme 
du glucose. 
2. Si plusieurs auteuri.s (Rothstein 1975; Baird 1975; 
Gershon et Gershon 1976; Dreyfus et al. 1977 et 1978; Gershon 
1979, Rothstein 1979) tentent d'expliquer l'altération des pro-
téines par l'hypothèse des modifications post-traductionnelles, 
celle-ci ne peut être considérée comme une explication universelle 
du vieillissement. Ni les causes, ni les effets d'une telle 
hypothès e ne prouvent aujourd'hui son impact dans le processus 
de vieillissement et de mort cellulaire (Dreyfus et al. 1977). 
Cependant, les modifications post-traductionnelles existent et des 
mécanismes sont proposés pour expliquer celles-ci. Quels sont-ils? 
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1.3.2 Altérations_chimisues_et_erotéines_modifiées 
La glycosylation (Karn et al. 1973), la déamidation (Robinson 
1974), l'oxydation de groupement SH (Graff et al. 1978), le clivage 
de peptides terminaux (Reznick et al. 1979; . Gershon 1979), sont 
autant d'altérations chimiques avancées pour expliquer la perte 
d'activité et l'accumulation de matériel à réaction croisée pour 
les protéines d'organes vieux. 
La déamidation de groupements asparaginyl et glutaminyl 
pourrait avoir une influence sur la demi-vie des protéines en favo-
risant 1 'a·t taque hydro lytique des molécules qui possèdent ces groupe·-
ments. "L'horloge moléculaire" de chaque protéine serait ainsi 
constituée d'une quantité déterminée de résidus glutaminyl et 
asparaginyl (Robinson 1979). 
Les autres modifications à l'exception de l'oxydation de 
groupements SH devraient modifier les charges nettes des protéines; 
cependant; le recours à la technique de focalisation isoélectrique 
ne peut mettre en évidence de différence de charges pour l'énolase 
de nématode (Sharma et al . 1976 a), 1 'aldolase de nématode et la 
SOD cytoplasmique de foie de rat (Goren et al. 1977), la triose-
phosphate-isomérase de nématode (Gu~ta et Rothstein 1976). De 
même, l'hypothèse de clivages peptidiques ne trouve pas encore 
aujourd'hui d'arguments dans une modification de poids moléculaires. 
L'oxydation des groupements SH et résidus méthionines 
constitue un mécanisme possible d'inactivation enzymatique . (Gershon 
1979). La production intensive non contrôlée de radicaux libres 
dans les cellules vieilles serait à l'origine d'accumulation de 
protéines semi-ou complètement inactives (Barman 1956, 1962, 1969, 
1978; Halliwel 1978). Une étude préliminaire non publiée de Reiss 
et Gershon laisserait supposer une oxydation des groupements SH et 
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résidus méthionines de la S0D de foie de rat âgé (cité dans Gershon 
1979). Cependant, Sharma et Rothstein (1980) n'ont pu mettre en 
évidence ce type de modification sur l'énolase de nématode. Par 
contre, Truscott et Augusteyn (1977) montrent que dans le cas de 
cataractes avancées, 90 % de la cjtéine et 45 % de la méthionine 
sont oxydées. De plus, le plus haut degré d'oxydation se retrouve 
dans la couche cellulaire la plus ggée du cristallin et décroit 
proportionnellement au fur et à mesure que l'on rencontre des cou-
ches cellulaires jeunes. 
Nous constatons donc que les causes des modifications 
• - """ - fi enzymatiques age-dependantes sont dans le cas qui nous occupe, 
peu généralisables. Le poids moléculaire, la mobilité électropho-
rétique, l'antigénicité, le Km, la séquence d'acides aminés et le 
Ki restent apparemment inchangés: (Reiss et Gershon 1976 b). Par 
l 
contre, l'activité spécifique par unité d'antigène réduite et 
l'augmentation de la thermolabilité semblent indiquer qu'il faille 
s'orient~r vers l'examen de changements conformationnels possibles 
intervenant au niveau des molécules (Gershon 1979; Rothstein 1979 et 
1981). 
1.3.3 Changements_conformationnels_et_Erotéines_modifiées 
L'hypothèse de modifications enzymatiques post-traduction-
nelles dues à des changements de conformation ~e l'enzyme sans 
apparition de réaction covalente ni de changements dans la séquence 
des acides aminés a été émise par lesj laboratoiresde Rothstein et 
Gershon (Rothstein 1975; Rothstein 1977; Rothstein 1979; Gershon 
1979; Rothstein 1981; Dreyfus et al. 1978). 
L'énolase purifiée de l'espèce Turbatri x aceti vieille 
montre , par rapport à l'énolase jeune, des différences de conformation 
visualisée par une augmentation de l'absorbance spécifique à 280 nm. 
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Ni l'oxydation de groupements SH,ni un mécanisme protéolytique ne 
semblent impliqués dans ce changement conforrnationnel (Rothstein 
1979). De plus, l'énol~se jeune chomatographiée sur colonne échan-
geuse d'ions acquiert un comportement enzymatique comparable à 
celui de l'enzyme vieille (thermolabilité biphasique). Ceci 
exclut donc une modification dans la séquence des acides aminés 
ou l'apparition de liens covalents (Rothstein 1977; Sharma et 
Rothstein 1978 et 1980). La même expérience sur l'énolase vieille 
conduit aux mêmes conclusions (Sharma et Rothstein 1976 b). 
De même, le comportement de la S-galactosidase vieille 
d' Escherichia co l i ne peut s'expliquer par une variabilité dans 
la séquence des acides aminés ou l'impact de facteurs extrin-
sèques (Rotman 1970), mais plutôt par un changement de conformation 
dans la chaîne de la protéine native. 
L'augmentation de la thermolabilité de la phosporylase du 
cœur de souris serait due au passage des molécules dimériques 
(prédominante chez les organismes jeunes) vers la forme tétramé-
rique (Capasso et Zinnnerman 1980). Ce même raisonnement a été 
appliqué par Duncan et al. qui expliquent l'apparition d'une 
thermolabilité biphasique de la glucose - 6 - phosphate désydro-
génase de cellules WI-38 vieilles par une transformation des 
dimères en tétramères (Duncan et al. 1977). 
Dans les tissus qui n'ont pas de synthèse protéique -
comme les globules rouges ou les couches centrales du cristallin -
les altérations protéiques ne peuvent être que post-traductionnelles. 
Ce problème n'est certainement pas résolu a) dans les tissus qui 
maintiennent une synthèse active et un taux de renouvellement 
protéique permanent. b) si l'on admet que les enzymes altérées sont 
plus sensibles à la dénaturation, à la protéolyse (Goldberg 1972). 
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Ainsi, la question fondamentale revient à se demander 
pourquoi et comment des ~olécules altérées peuvent s~ccumuler 
alors que de nouvelles sont synthétisées? 
La plus attractive des approches que l'on puisse imaginer 
revient à essayer de corréler les molécules altérées avec leur 
taux de renouvellement. 
Zeelon et al.(1973)ont montré que l'aldolase de Turbatrix 
aceti avait un temps de demi-vie (T 1/2) de 35 heures (jeunes 
animaux) et 250 heures chez les animaux igés. Pour les mammifères, 
l'évolutiôn du temps de demi-vie pour une même protéine est large-
ment contioversée(Goldberg et Dice 1974). 
Cependant, une étude réalisée par Shapira et al. (1978) 
sur la l~ctate déshydrogénase (T 1/2 ± 4 jours), l'aldolase B 
(T 1/2 ± 35 heures) et la T: yrosine- Amine-transf érase (T 1/2 
±1,5 heures) de foie de rats vieux montre : 
a) qu€ seule la LDH (T 1/2 long) présente un matériel à ré-
action croisée dont la disparition peut être induite après hépatec-
tomie partielle et montre donc que le C.R.M. est un phénomène 
post-traductionnel. 
b) que la thermolabilité de la Tyrosine-Amine-Transférase 
(T 1/2 court) est identique pour des rats jeunes (5 mois) et 
âgés (29 mois) impliquant donc un effet du temps de demi-vie court. 
L'hypothèse des modifications post-traductionnelles liées 
à une augmentation du temps de demi-vie des protéines a été éga-
lement avancée par Rothstein. Cette hypothèse s'appuie sur le 
postulat suivant : au cours du vieillissement, le taux de syn-
thèse protéique et le taux de dégradation (ou protéolyse) décrois-
sent au point de rendre compte d'une augmentation du T 1/2 et 
d'une accumulation de protéines altérées. 
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Le modèle proposé par Rothstein (1975, 1977) (figure 1) rend 
compte d'une dynamique d~ns laquelle progressivement, une enzyme 
jeune native subit des altérations et est finalement dénaturée et 
protéolysée. 
L'absence de modification pour les enzymes mitochondriales 
et lysosomiales s'expliquerait soit par leur grande stabilité et 
leur compartimentation les protégeant d'attaques post-traduction-
nelles cytoplasmiques, soit par une impossi~ilité de détection des 
intermédiaires altérés liée à un temps de demi-vie très court. 
Le·ralentissement de la vitesse de renouvellement engen-
drerait l'accumulation des formes altérées (Zeelon 1973, Reznick 
et al. 1981) et les résultats contradictoires sur les altérations 
enzymatiques trouveraient une explication dans les variations du 
taux de renouvellement pour chaque système cellulaire étudié. 
Cependant, cette hypothèse d'une diminution de la vitesse 
de renouvellement est loin d'être clarifiée aujourd'hui: les 
résultats à ce sujet sont fortement contradictoires (Wiederanders 
et a 1. 1 9 7 8 ; Go 1 d s te in et a 1. 1 9 7 6 ) . 
Comme nous l'avons laissé sous-entendre à propos des enzymes 
lysosorniales et mitochodrial~s,on ne peut exclure une stabilisation 
des molécules altérées engendrée par le milieu environnant (varia-
tion de pH, potentiel redox, présence ou absence de facteurs cyto-
plasmiques): 
les enzymes cloisonnées dans des compartiments subcellulaires 
sont protégées du cytoplasme modifié. 
Enfin, ce modèle ne rend pas compte d'une réversibilité 
possible d'une forme enzymatique altérée vers une forme enzymatique 
normale (ou native). 
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Ainsi, si Kahn et al. (1977 a) ont montré qu'un environnement 
cellulaire vieux provoquait l'apparition d'une forme plus thermo-
labile de la glucose - 6 ~- phosphate deshydrogénase jeune , nous 
montrerons que la SOD cytoplasmique jeune de fibroblastes WI-38 
acquiert un comportement thermolabile vieux dans un environnement 
cellulaire vieux . Inversément, une forme thermolabile vieille de 
la SOD cytoplasmique acqui èrt · un comportement jeune dans un environ-
nement cellulaire jeune (Somville et Remacle 1980 et 1981). 
Nous abordons dans le chapitre II, la théorie du vieillis-
sement cellulaire basée sur la présence des radicaux libres. 
Cette théorie examinée sous l'angle du mécanisme de défense de 
la cellule contre l'oxygène est une approche· de.notre travail et 
rencontrera ultimement, l'hypothèse des modifications post-tra-
ductionnelles (J~c. Dreyfus et al. 1978 et Rothstein 1981). 
-29-
CHAPITRE II APPROCHE DU VIEILLISSEMENT PAR LE MECANISME DE 
DEFENSE DE LA CELLULE CONTRE L'OXYGENE 
-30-
2.1 Toxicité de l'oxygène 
Dire que l' oxy•gèn~ · (o2) est toxique pour la plupart des 
êtres vivants peut sembler paradoxal. Louis Pasteur a sans doute 
été le premier a réaliser l'importance de ce paradoxe. Ainsi, 
étudiant au microscope une goutte de culture d'un micro-organisme 
anaérobie : le vibrium butyrique, il remarqua que les vibriums 
qui jouxtaient les bords de la lame s'immobilisaient les premiers 
bientôt suivis par ceux qui en étaient plus éloignés. 
Il en conclut que l'oxygène de l'air diffusant peu à peu 
dans le milieu de suspension tuait les micro-organismes. 
Plus tard, Haugaard (1968) montra que l'oxygène était 
toxique du fait de son action sur les enzymes. Il mit en évidence 
l'inactivation irréversible d'une nitrogénase de Clost r idiwn 
pasteurianwn (bactérie anaérobie) après exposition brève de cette 
bactérie dans un milieu oxygéné. 
Si nous supportons apparemment sans inconvénient des con-
centrations en o2 dans l'air de l'ordre de 20 %, il nous ~aut 
reconnaître que nous restons vulnérables à des concentrations 
supérieures. L'homme placé dans un environnement d'un atmosphère 
en oxygène pendant 6 heures souffrira dans les heures qui suivent 
d'une inflammation trachéale et après quelques jours, de lésions 
pulmonaires pouvant entraîner la mort (Bishop 1978). 
La cécité complète par fibrose rétro-cristallinienne qui 
touchait des centaines d'enfants prématurés soumis à un séjour 
prolongé en incubateur à oxygène (35 - 40 % o2 pendant 19 jours) 
en est un autre exemple (Fridovich 1978 a et 1978 b). 
Examinons les raisons pour lesquelles l'oxygène, bien que 
molécule indispensable à notre vie, est également une molécule 
toxique. 
ENERGIE 
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2.2 Oxygène et radical superoxyde 
L'oxygène moléculaire à son état fondamental est parama-
gnétique car il possède deux é lectrons non appariés de spins 
parall è l e s; c'est un diradical ( 0 0-0°). Cette situation entraîne 
une Impossibilité de réduction divalente directe puisque les deux 
électr ons ajoutés devraient avoir également des spins parallèles. 
Cette restriction de spin explique la réactivité peu importante de 
cette molécule en tant qu'oxydant. 
Cependant, comme proposé par Taube (1965) et Hamilton (1974), 
trois voies de réduction de l'oxygène moléculaire existent qui 
contournent cette restriction de spin. 
L~ première consiste à exciter 1 1 0 2 en inversant le spin 
d'un des électrons non apparié s et former ainsi l'oxygène singulet 
plus réactionnel que l'état fondamental. Deux états singulets sont 
1 
accessibles à l'expérimentation l'un à 23 Kcal ( ~g), l'autre 
. à 37 Kea[ ( 1E g~); Il est à remarquer que ces niveaux d'énergie 
peuvent être atteints par l'apport d'énergie l umineus e (Kr asnovsky 
et Kagan 1979) (Figure 2) 
~ 
7T 2py,2pz ---t- ---t-
-½- -- _f_ -. 
Figure 2 
JT 2py,2pz 
--¼- --f.- --4- --½- --¼- -½-
dzpx --4- -¼- -¾-
ORBITALES ETAT FONDAMENTAL ETAT EXCITE ETAT EXCITE 
TRIPLET SINGULET 1Ag SINGULET 1( g+ 
[23 Kcall {37 K call 
schéma des orbitales moléculaires de l'oxygène à l'état 
f ondamental ( tripl e t) e t excité (singulet) 
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Une seconde voie consiste à lier l'oxygène à un métal de 
transition possédant lui-même des électrons de spins non appariés. 
Le complexe formé peut accepter une paire d'électrons dont la 
délocalisation dans le complexe, suivra un appariement correct de 
spins. Il s'agit là, d'une voie suivie dans le processus cata-
lytique des métalo-oxydases comme la cytrochrome oxydase. 
Une troisième voie implique l'addition des électrons un à 
un à l'oxygène moléculaire. Dans cette voie univalente de la 
réduction de l'oxygène, une inversion de spin peut facilement se 
réaliser ~endant la durée de vie des intermédiaires qui apparais-
sent aprè~ chaque réduction successive par un seul électron. 
C'est le processus habituel de réductions spontanées de l'oxygène. 
Comme décrit à la figure 3, la réduction complète de l'oxy-
gène moléculaire provoque la formation du radical anion superoxyde 
p2(-)h du peroxyde d'hydrogène (H2o2), et du radical hydroxyle (oH·) 
comme intermédiaires successifs menant à la formation de molécules 
d'eau (Figure 3). 
Oz __ e_-__ Oz<-l __ e_-+_2_W_Hz0z 
voie de réduction univalente de l'oxygène moléculaire. 
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Ces observations laissent supposer que ces intermédiaires 
très réactionnels ne sont pas toléré s par le tissu vivant. Leur 
capture et contrôle a été, dès l'apparition de l'oxygène dans 
l'atmosphère primitive, un facteur déterminant dans la pression 
de sélection évolutive des premiers aérobies. 
Dè s lors, plusieurs mécanismes ont été mis en place pour 
contrer ces intermédiaires. Nous y reviendrons par la suite. 
2.3 Propriété s générales et sources biologiques des radicaux 
superoxydes 
(-) Le radical superoxyde (02 ) est la base conjuguée du 
radical hydroperoxyl (Ho2), acide faible de pKa compris entre 4,5 
et 4,9 (Behar et al. 19 79). L'anion superoxyde est instable en 
milieu aqueux et se dismute spontanément en générant des peroxydes 
d'hydrogène (H2o2) et de l'oxygène (02). Ce taux de dismutation 
spontanée est fonction du pH qui, plus proche du pKa entraînera 
une disnrutation plus importante. 
Au pH inférieur à 4,8, la forme H02 sera dominante _ alors · 
' ~ . ' 1 f '(-) . d . ' qu au pH superieur, c est a orme o2 qui ominera. Dune 
manière générale, on accepte pour les réactions proposées, les 
constantes suivantes 
pH Réactions K (wl -1 sec ) Références 
< 4,8 HO" 2 + HO' 2 H202 + 02 7,6 
105 Bielsky et Allen 
19 77, Czapski 1971 
4,8 HO" + o· (-) + + 02 8,8 10 7 2 2 + H-H2o2 Il Il 
7,4 o· (-) 2 + o; (:..) + 2H+- H2o 2 + 02 2,0 10
5 Behar et al . 1970 
~ 12 o· (- ) + o;<- ) + 2H+- H2o2 + 02 < 100 Fee et Valentine 2 1977 
-34-
A pH 7,4, la dismutation 
possède une constante de vitesse 
19 70) 
- . (-) 
spontanee: o2 + 
de 2, 0 105 M-1 sec-1 
. (-) 
02 - H202 + 02 (1) 
(Behar et al. 
Au pH supérieur à 12, la réaction (1) est extrêmement lente. 
Il faut voir là le jeu de forces de répulsion électrostatiques 
mutuelles (Fee et Valentine 1977). 
Comme nous le verrons bientôt, cette réaction (1) est fonda-
mentale car elle peut être catalysée par la superoxyde dismutase 
(SOD). 
Sources de radicaux superoxydes 
Malgré le fait que toutes les sources biologiques de pro-
duction de radicaux superoxydes ne sont pas encore connues (Britton 
1978), nous présentons dans le tableau 4 l'état des connaissances 
actuelles dans ce domaine. 
Il y a de bonnes raisons de conclure que les cellules 
- b . - ~ d d . d (0 • ( - ) ) C d aero 1.es generent es ra 1.caux superoxy es 2 . epen ant , ':ce 
sont des arguments indirects qui ont confirmé cette hypothèse et 
ont permis de dégager les niveaux de cytotoxicité de ces radicaux 
à partir de la découverte par Mc Cord et Fridovich (1969 a) de 
l'existence d'une enzyme, la superoxyde dismutase (SOD), capable 
de détruire ces radicaux et de protéger ainsi la cellule d'un 
des dérivés de l'oxygène. 
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2.4 Cytotoxicité des radicaux superoxydes 
Sur l'importance des radicaux superoxydes co;(-)) dans la 
cytotoxicité cellulaire, existait jusqu'il y a peu, une controverse. 
La littérature est riche en exemples montrant que l'induction 
de fiux d'o2(-) par des réactions enzymatiques, photochimiques ou 
électrochimiques soit 
- décompose le méthional en éthylène (Beauchamp et Fridovich 
19 70) , 
- inactive des virus (Lavelle et al. 1973), 
- tue des bactéries (Gregory et Fridovich 1974 a, Babior et 
al. 1975), 
- lyse des erythrocytes (Kellogg et Fridovich 1977), 
- détruit les myoblastes en culture (Michelson et Buckingham 
1974), 
- initie la peroxydation de linolénate (Kellogg et Fridovich 
-1975), 
- dépolymérise l'hyaluronate (Mc Cord 1974), 
- inactive des enzymes (Lavelle et al. 1973, Kellogg et 
Fridovich 1977), 
- et endommage le DNA (Van Hemmen et Meuling 1975). 
Cependant, dans tous les cas, l'effet dommageable du radical 
02(-) dépendait de la présence simultanée d'H2o2 . Par exemple: 
Beauchamp et Fridovich montraient en 1·970, que du methional (CH3 - S -
CH2 - CH 2- CHO) exposé à l'action de la xanthine oxydase, donnait 
de l'éthylène. La réaction catalysée par la xanthine oxydase était 
connue pour produire de l'H2o2 et des radicaux 02(-). De plus, la 
sup eroxyde dismutase et la catalase inhibltla production d'éthylène 
l'une par la capture des 02(-), l'autre par la destruction de l'H2o2 • 
-37-
Ces auteurs concluaient donc que 1 10·(-) et l'H O étaient 2 2 2 
nécessaires à cette réaction (Beauchamp et Fridovich 1970). 
Dès 1934, Haber et Weiss proposaient un modèle de décompo-
sition de l'H2o2 en présence de fer par la réaction (1). 
C 1 . d 1 . d' . (-) d' 0 e a supposait one que a coexistence o2 et H2 2 
induit la production de radicaux hydroxyl (OH 0 ) qui attaqueraient 
le methional pour le transformer en éthylène (Haber et Weiss 1934). 
Une importante démonstration de l'action toxique du radical 
o2 (-) a été réaTïsée par Fee et Teitelbaum (1972) sur des érythrocytes 
de rats déficients en vitamine E. Ces auteurs mirent en évidence 
le rôle hémolytique de l'acide dialurique dont l'apparition était 
partiellement supprimée soit par la catalase, soit par la super-
oxyde dismutase, mais qui étaient complètement abolis par la pré-
sence simultanée des deux enzymes. Ces résultats suggéraient donc 
(-) 
une nouvelle fois la coopération de l'H2o2 et de 1
1 02 pour pro-
duire par la réaction d'Haber-Weiss (réaction I) un intermédiaire 
OH 0 très toxique. 
Dans notre premier exemple, la présence au cours de l'expé-
rience d'éthanol ou de benzoate (capteurs de radicaux OH 0 ), in-
hibait complètement la production d'éthylène. De plus, Bors et 
al. (1976) montraient que le méthional réagissait rapidement non 
1 d . 1 . (-) . b. 1 d. 1 . pas avec e ra ica o2 mais ien avec e ra ica OH. 
Dans un autre exemple, des liposomes artificiels soumis à 
l'influence d'un flux d 1 02(-) et d'H2o2 , présentent une peroxyda-
tion intense (Kellogg et Fridovich 1977). Celle-ci est prévenue 
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par la superoxyde dismutase, la catalase, ou le mannitol, suggérant 
une nouvelle fois la coopération entre 02(-) et H2o2 pour produire 
un radical OH". 
·- d .. - d d' 1 .(-) La controverse en matiere e cytotoxicite u ra ica o2 
est née de ce qué certains auteurs ont estimé que la réaction 
d'Haber-Weiss était impossible (Mc Clune et Fee 1976). En effet, 
expérimentalement, il étai t impossible de démontrer une réaction 
directe entre 1 102(-) et l'H2o2 (Halliwell 1976). La contradiction 
apparente devant laquelle on se trouvait semble trouver une expli-
cation par la présence dans certaines expériences de traces de 
composés ferriques qui catalysent la réaction d'Haber-Weiss et 
modifient ainsi les conclusions des expériences. Ainsi, 1 1 0·<-) 2 
peut réduire le composé ferrique (réaction 2) en ferreux qui,lui-
même, réduit l'H2o2 (réaction 3) pour donner l'OH- et le radical 
oH· (réaction de Fenton). 
0 . .(-) 3+ F 2+ (2) + Fe - o2 + e 2 
Fe2+ + H2o2 ~oH· + OH 
- + Fe3+ (3) 
réaction de Fenton 
' Bielski a montré que les sels de Fer étaient des catalyseurs 
puissants de la réaction d'Haber-Weiss et ce, même en présence d'un 
excès d'EDTA ! (Bielski et Allen 1977). 
Afin d'expliquer les résultats biologiques précédents, 
Fee (1980) a proposé récemment, une série généralisée de réactions 
qui sont : 
Fe 3+ + A- Fe2+ + A (4) A- anion 
Fe2+ + H202 OH. + Fe3+ + OH- (5) R. radical 
OH" + RH R. + H20 (6) 
libre 
R. Produits de dégradation (7) 
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Cette suite d'équations semble répondre aujourd'hui le 
mieux, aux observations biologiques effectuées dans ce domaine. 
Ainsi, nous sommes certains aujourd'hui que la production 
d l • (-) d ' d' 1 1 . 1 . d o2 pro uit un ra ica pus toxique que es premiers et one 
que . la "cytotoxicité de 1 1 02 (-) .. réside avant tout, dans sa poten-
tialité à réagir avec l'H2?2 ou les peroxydes organiques (Fee 1980). · 
La cellule a donc dû mettre au point un système strict de contrôle 
de ces composés pour garantir sa viabilité. Nous verrons que ces 
mécanismes ont effectivement pour rôle 
l) d'empêcher la réalisation de la réaction d'Haber-Weiss 
2) de minimiser les dommages causés par les radicaux oH·. 
2 .5 Le, superoxyde dismutases (SOD) 
C'est en 1939 que Mann et Keilin isolèrent des érythrocytes 
de bœuf, une protéine bleutée de poids moléculaire égal à 34.000 
et contenant 0,34 % de cuivre: "l'hémocuprein" (Mann et Keilin 1 
1939). ~n 1959, Markowitz et al. isolèrent une protéine semblable 
à partir de globules rouges humains : "l'erythrocuprein" (Markowitz 
et al. 1959). Pour ces deux protéines, aucune activité catalytique 
ne fut trouvée. 
D'autres découvertes du même type furent réalisées, certaines 
pour mettre en évidence une "cerebrocuprein" (Porter et Fol ch 195 7), 
d'autres encore pour isoler une "hepatocuprein" à partir du foie de 
bœuf (Mann et Keilin 1939) ou de cheval (Mohamed et Greenberg 1953). 
Toutes ces protéines restaient orphelines d'une quelconque activité 
enzymatique. Il fallut attendre les travaux de Mc Cord et Fridovich 
(1968, 1969 a et 1969 b) pour proposer et démontrer que ces enzymes 
identiques par leur poids moléculaire et la présence de cuivre, 
possédaient comme pouvoir catalytique, la dismutation des radicaux 
superoxydes par la réaction 
la;<-)+ o;<-l + 2H+ __ s_o_n_o2 + H202 
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Il fallut quelques dix années de recherches (Mc Cord et 
Fridovich 1977) pour que ces auteurs démontrent que des enzymes 
comme la xanthine oxydase, étaient capables de produire des radi-
caux superoxydes et que cette production était inhibée par une 
enzyme qu'ils appelèrent superoxyde dismutase. 
Dans le même temps, ces auteurs montraient que tout système 
vivant en aérobie avait développé un système de défense contre 
l'oxygène, par le biais de la dismutation des radicaux 02(-). 
Comme nous l'avons vu précédemment, la dismutation spon-
tanée des radicaux 02(-) se réalise à pH 7,4 avec une constante 
de vitesse de 2,0 105 M-l sec- 1. Etait-il nécessaire dès lors que 
le vivant ait produit une enzyme qui catalyse en plus cette réaction ? 
Différents arguments peuvent être proposés : 
1) à pH 7,4 dans un environnement aqueux, 1 1 02(-) se dismute 
spontanément avec une constante de vitesse de 2,0 105 M-l sec- 1• 
Cette constante peut paraître grande,mais,en fait, il s'agit d'une 
. (-) 
réaction d'ordre 2 en o2 . 
. d' . (-) d 1 La concentration o2 ans es 
tissus est estimée à 0,1 nM. A cette concentration et malgré une 
constante de vitesse élevée, la dismutation spontanée sera très 
(-) lente. Par contre, la réaction entre 1 1 02 et la SOD est une 
réaction d'ordre 1 en substrats; la concentration moyenne de la 
SOD dans le foie humain est estimée à 3.105 M. Sur base de la 
. . 1 . . (-) . 1 d' . concentration tissu aire en o2 , on voit que a ismutation cata-
lysée serait 105 fois plus rapide que la dismutation spontanée si 
la constante de la réaction enzymatique était identique à celle de 
la réaction spontanée. En fait, au pH physiologique, la constante 
de dismutation enzymatique (2 109 wl sec- 1) est 104 fois plus 
grande que la réaction spontanée (2 105 M-l sec- 1). Ainsi, dans 
1 11 1 l ' d 1 d' . d .(-) 1 S a ce u e, avantage e a ismutation es o2 par a OD 
intracellulaire par rapport à la réaction spontanée est de l'ordre 
de 109 (Klug et al. 1972, Pick et al. 1974, Fridovich 1975 et 
1978b). 
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2) La recherche sur la chimie et la biochimie des 02(-) étant 
encore à un stade relativement jeune, ce sont des arruments in-
directs qui vont nous montrer l'importance de la SOD. 
a) Seules les cellules aérobies peuvent produire des o·(-) 2 
et donc doivent posséder une défense contre ces radicaux. 
Les micro-organismes aérobies ou aérotolérants possèdent 
de l a SODJ a lors que la plupart des anaérobies obligés P.n 
sont dépourvus (Mc Cord et al. 1971, Hewit et Morris 1974). 
De plus, les espèces aérotolérantes qui perdent cette 
en:yme sont incapables d'utiliser 1 1 0 2 (Gregory et al. 
19~4 a). 
b) Chez Streptococus fœcalis et Escherichia coli (Gregory 
et Fridovich 1973 a et 1973bJ et Saccharorrryces cerevisiœ 
(Gregory et al . 1974 a), on peut induire la superoxyde 
dismutase par augmentation de la tension en o2 dans 
l'environnement de croissance de ces micro-organismes. 
Cette adaptation physiologique démontre donc l'importance 
de la SOD dans la prévention des dommages susceptiQ_les 
d'être causés par un environnement hyperoxyde. De toutes 
les observations obtenues sur micro-organismes, il se 
vérifie que la SOD est essentielle à la vie des cellules 
en présence d'oxygène moléculaire et donc comme moyen de 
d ~f 1 .• (-) e ense contre es anions o2 • 
) d 1 1 '. . 11 d bl d f c Au cours e eur cu ture in vitro, es myo astes e œtus 
de veaux seront endommagés s'ils sont exposés à des flux 
photochimiques d'o2(-). L'enrichissement du milieu de 
culture en SOD protège ces cellules d'une létalit~ pré-
coce induite par 1 1 0·(-) (Michelson et Buckingham 1974). 2 
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2.5.1 Evolutions_et_distributions_des_suEerox~e __ dismutases_(SOD) 
Toutes les SOD sont des métallo-protéines qui se répartis-
sent en 2 classes phylogénétiques en fonction du degré d'homologie 
de leur séquence en acides aminés et en 3 types distincts en fonc-
tion· du métal présent dans leur site actif (Tableau 5). 
Les SOD à Manganèse et Fer sont caractéristiques des proca-
ryotes et montrent un grand degré d'homologie de séquence (Steinman 
et Hill 1973; Harris e t Steinrnan 1977). 
Les SOD à cuivre - zinc de vertébrés, champignons et plantes 
possèdent -une grande simi l itude de composition en acides aminés et 
un très grand degré d'homologie structura l e . Elles ne présentent 
aucune homologie de s équence ave c les SOD-Fe et les SOD-Mn (Harris 
et Steinrnan 1977). 
Ainsi, en déterminant la s équence compl è te de la SOD-Mn 
d' Eschériphia coli , Steinman (1978) montrait qu'il n'existait aucun 
degr é d'homolo gie entre la SOD-Mn et la SOD-Cu Zn. Ces deux classes 
d'enzymes possèdent donc une origine évolutive différente qui aurait 
cependant pu répondre à la même pression de sélection lors de la 
transformation oxydante de l'atmosphère primitive. 
Il est d'ailleurs intéressant de souligner que la théorie 
des symbiontes, proposée en partie pour expliquer l'émergence des 
eucaryotes il y a environ un milliard d'années, peut utiliser comme 
argument le haut degré d'homologi e de séquence entre les SOD mito-
chondriales et bactériennes. Cette hypothèse veut en effet que les 
mitochondries soient le résultat d'une symbiose endocellulaire 
r éalisée à partir des procaryotes (Fridovich 1974 a). 
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A propos de la distribution sub-èellulaire des SOD, Peeters-
Joris et al. (1975) ont montré dans le cas du foie de rat, que 87% 
de l'activité dismutasique totale se retrouve dans la fraction 
soluble; les 13% restant étant localisés pour moitié dans la ma-
trice mitochondriale et pour moitié dans l'espace inter-membranaire. 
Ces résultats sont en désaccord avec ceux de Mc Cord (1979 b) et 
les nôtres obtenus sur fibroblastes WI-38, pui sque nous montrons 
que l'activité de la SOD cytoplasmique Cu Zn est identique à 
celles des mitochondries. 
Enfin, la SOD inter-membranaire, comme la SOD de la fraction 
soluble n'est pas inhibée par 1 mM en KCN,(propriété propre au 
SOD - Cu Zn). La SOD - Mn (inhibée par 1 mM KCN) est localisée 
dans la matrice mitochondriale (Tyler 1975, Peeters-Joris et al. 
1975, Panckenko et al. 1975, Westman et Marklund 1981). 
L'adaptation en biologie révèle parfois des surprises. 
Ainsi, Puget et Michelson (1974) ont mis en évidence l'existence 
-
d'une SOD-Cu Zn chez un procaryote symbionte : Photobacterium 
leiogriathi . Cette exception est intéressante pour le zoo.~ogiste 
car ce tte bactérie luminescente est un symbionte du poisson 
"poney lei ogriat us " qui l'héberge au niveau de sa vessie natatoire 
ventrale dans une glande spécialement destinée à cet effet. 
Ayant pour habitude de nager en surface, ce petit poisson 
serait une proie aisément repérée du fond de l'eau par ses 
prédateurs puisqu'il se découperait en ombre chinoise sur la 
brillance de la surface. Pourvue de la bactérie luminescente, 
sa face ventrale se marie à la luminosité de la surface de la 
mer et le camoufle des prédateurs (Puget et Michelson 1974). 
Récemment, Martin et Fridovich (1981) ont montré la simi-
litude - tant du point de vue physicochimique que du point de vue 
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de la composition en acides aminés - qui existe entre les SOD - Cu Zn 
du poisson et celle de la bacrérie . L'hypothèse la plus vraisem-
, 
blable retenue par ces auteurs est le transfert naturel du gène 
du poisson poneyfish vers la bactérie. En d'autres termes, nous 
serions pour la première fois en présence d'un passage de gènes 
d'u~e forme eucaryote vers une forme procaryote. 
Un deux ième exemple sur la présence de SOD chez les bacté-
ries anaérobies nous montre l'intérêt de l'étude de la SOD pour 
comprendre les mécanismes de l'évolution. 
Ainsi, la présence chez 2 micro-organismes primitivement 
anaérobies - DesuZfovibrio desulfuri~ans (Hatchikian et al. 1977) 
et la photosynthétique Chromatium (Asada et al. 1976) - de SOD -
Fe sembiable à la SOD - Fe d' Eschér~chia coZi (Hassan et Fridovich 
1977) a fait naître deux interrogations : 
1. La ~SOD - Fe est-elle la forme primitive des SOD acquise 
p9 r les premiers anaérobies stricts pour se protéger de 
la pression sélective de l'oxygène ou bien, 
2. La SOD - Fe chez les anaérobies est-elle une acquisition 
récente, produite par transfert de gènes, pour leur per-
mettre de survivre durant la période de transition à un 
environnement oxydant? 
Il semble que l ' apparition~tratique de cette SOD chez les 
organismes anaérobies (Tally et al. 1977, Hewitt et Morris 1974) 
prêche en faveur de la seconde hypothèse. 
Quelle que soit la réponse à èes questions, l'histoire de 
l'évolution des SOD pose aux biologistes de fascinantes questions 
non encore résolues. 
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2.5.2 Proeriétés_ehysicochimi~ues_et_mécanisme_catalytigue 
Isolées à partir de tissus d'Eucaryotes très différents 
(Fridovich 19 7'2. · c), les .SOD-Cu Zn présententune très grande iden-
tité immunologiqùe (Shields et al. 1961; Hartz et al. 1973 Par la 
technique d'hybridisation de cellules, on a pu montrer que la SOD-Cu Zn 
éta~ t cod~e à partir du chromosome 21 (Tan et al. 19 73), le chromosome 
6 codant pour la SOD Mn (Creagan et al. 1973, Sinet 1977). 
La SOD-Cu Zn est un dimère dont le poids moléculaire est de 32. 000 
daltons; chaque sous-unité contient en son site actif ·un atome de cuivre 
0 
et de zinc séparés approximativement d'une distance de 6 A. 
L~ séquence complète en acides aminés et l'analyse par dif-
fraction _aux Rayons X de la SOD-Cu Zn de globules rouges bovins ont 
montré que la sous-unité ressemble à un cylindre composé de 8 brins 
de chaînes peptidiques arrangées en structure S anti-parallèle. 
Deux brins non hélicoïdaux impliquant les résidus 48-79 et 119-141 
débordent d'un côté du cylindre (S-barrel) et ensemble constituent 
le site actif. Chaque sous-unité est stabilisée par un pont disul-
fure intra-chaîne entre la cystéine-55 et la cystéine-144. Les deux 
sous-unités sont associées de manière non covalente (Dunbar et 
Johansen 1981; Barra et al. 1980). Cette enzyme est extrêmement 
stable et reste active même en présence de 9 % en urée ou 4 % en 
SDS (Forman et Fridovich 1973). Par contre, la dialyse à pH faible 
(3,8) contre de l'EDTA (1 lü-3M) entraîne la perte à plus de 40 % 
du cuivre et du zinc avec une perte concomitante d'activité (Weser 
et al. 1971). Seule l'addition du cuivre à l'apoezyme restaure 
l'activité complète. Le zinc peut être remplacé par du co2+, Hg2+, 
Cd2+ entraînant des changements d'activité de faible amplitude 
(Mc Cord 1969 b; Beem et al. 1974; Fee et Briggs 1975; Forman et 
Fridovich 1973). 
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Il a été démontré que le cuivre jouait un rôle actif dans 
la catalyse alors que le zinc semblait jouer un rôle de cohésion 
structuraJe dans la molécule. La présence de cyanure inactive 
réversiblement l'activité SOD-Cu Zn (Simonyan et Nalbandyan 1972; 
Fee et Dicorleto 1973); la SOD - Mn reste insensible à ce trai~ 
tement (Weisiger et Fridovich 1973 b). Réciproquement, la méthode 
de "Tsuchihàshi" consiste à inhiber la SOD - Mn par un traitement 
chloroforme/méthanol (3:5 v/v) tout en gardant intacte l'activité 
de la SOD - Cu Zn (Frictovich 1974 b). 
Le site actif consiste en un atome de cuivre (II) entouré 
de 4 résidus histidine (His-44,-46,-61 et 118). De plus, l'His-
61 semble créer un lien "anion imidazolate" entre le Cu (II) et 
le Zn (II). Ce dernier atome étant lui-même en cc-ordination 
avec 2 résidus histidine (His-69, -78) et un résidu acide aspar-
tique (Asp-81)(Figure 4). 
Figure 4 
/ ' C> 
Schéma du site actif de la SOD - Cu Zn proposé par 
Fee et al. (1981). 
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Selon Richardson et Fee (Richardson et al . 1975; Fee et 
al. 1981), le mécanisme catalytique se déroulerait de la manière 
suivante (figure 5) : 
(A) le pont imidazolate entre Cu (II) et Zn (II) est libé-
ré pela forme Cu (II) pendant la réduction par le premier 02(-). 
C t ~d. d 1 d o2
·(-) (B) qui· e pon re uit onne a ors un proton au secon 
réoxyde la forme Cu (I) (C). 
Dans le cas de la SOD - Mn ou SOD - Fe, la forme triva-
lente du métal oscillerait de la même manière vers une forme 
divalentQ et réversiblement. 
(A) SOD - Métal 
(B) SOD - Métal 
(C) SODH +-Métal 
(D) H02 + H+ 
(n) + 0.(-) SOD - Métal (n-1)(=~ + o2 
(n-1)(-Y + H+--- SODH+-Métal (n-1)(-) 
(n-1) (-) + o2 (-_2__ SOD - Métal (n) + Ho2 
- H202 
(2 109 M-l sec- 1,pH 7,4) 
Figure 5 suite de réactions proposées pour expliquer le 
mécanisme catalytique des SOD selon Richardson 
et Fee (Richardson et al. 1975; Fee et al. 1981) 
Nous noterons encore que Dunbar et Johansen proposent 
l'His-61 impliquée dans une co-ordination unique avec le Zinc (II). 
Cette dernière co-ordination permet un "flipping" de l'His-61, 
cette"souplesse" du site actif pouvant jouer un rôle important 
dans l'efficacité de l'activité catalytique (Dunbar et Johansen, 
1981). 
Les électrophorèses sur gel de polyacrylamide montrent que 
la SOD mitochondriale (SOD-Mn) migre plus lentement que la SOD 
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cytoplasmique (S0D-Cu Zn). Par isoélectrofocalisation, Koster 
et al. ont montré que la SOD-Cu Zn se localisait dans la région 
acide (pH 5-6) et présentait 2 ou 3 isoenzymes. La S0D-Mn se 
localis e dans la région basique (pH 8-9,5) et présente au moins 
3 isoenzymes (Koster et al. 1980; Keen et al. 1980). 
La S0D-Mn des procaryotes est souvent dimérique (PM de 
40.000) avec cependant des exceptions pour Thermus aquaticus et 
Thermus thermophilus où elle est tétramérique (PM de 80.000) 
(Sato et Harris 1977; Sato et Nakazawa 1978). Cette exception 
est généralisée chez les eucaryotes (Weisiger et Fridovich 1973 a et l973 b, 
Ravindranath et Fridovich 1975; -Salin et al. 1978; Mc Cord 1977). 
Les sous-unités sont identiques. La stoechiométrie du contenu 
en Manganèse varie cependant fortement entre 0,5 et atome par 
sous-unité. Cette variation semblant liée à l'espèce étudiée 
(Mc Cord 1979 b). 
La S0D - Fe, à l'exception du métal, est similaire à la 
S0D - Mn. Elle est dimérique, chaque sous-unité est identique 
mais présente aussi un problème stoechiométrique du Fer P?ur 
lequel les valeurs en nombre d'atomes sont comprises entre 0,5 
et 1 par sous-unité (Mc Cord 1979 a et 1979 b). 
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2.6 Mécanisme de défense de la cellule contre l'oxygène 
Comme nous venons de le voir, l'existence même des orga-
nismes aérobies met en jeu des interactions biologiques qui font 
intervenir des processus générateurs d'espèces chimiques haute-
ment réactionnelles; ce qui oblige ces organismes à contrôler ces 
substances. 
Le propos de ce chapitre est de rendre compte des mécanis-
mes de défense cellulaire contre les dérivés réactionnels de 
l'oxygène et dans un second temps, de les inscrire dans une vision 
dynamiqué des processus cellulaires de sénescence (alinéas 2.7). 
Nous pouvons de manière globale, considérer ces mécanismes 
à quatre niveaux d'action différents. Le premier serait de na-
ture enzymatique, le second de nature hydrophobe, le troisième 
hydrophile, le dernier étant de type structural. 
I. Nive8.ll_enzymatigue 
La majorité de 1 1 0 2 utilisé par les organismes aérpbies 
est réduit par le complexe cytochrome oxydase (Antonini et al. 
1970). Britton et al. (1978) ont inhibé l'activité dismutasique 
de la SOD de Streptococcus faecalis et montré que 17% de l'oxygène 
consommé par ces micro-organis mes était réduit de manière univa-
1 L . . . d o· (-) . - . ente. a source maJoritaire es 2 reste inconnue a ce Jour 
(Fridovich 1978 a et 1978 b; Del Maestro 1980). 
L'action du complexe cytochrome oxydase (chaîne respira-
toire), couplée à l'action de la SOD (Mc Cord 1969 b) et complé-
tée par les activités catalasiques (Halliwell 1974, 1977, 1978) 
et peroxydasiques (Halliwell 1974), court-circuite la voie 
ré duc tri ce monovalente (Figure 6, (A)) et détourne les o2 (-) et 
l 'H2o2 d ' une activité potentielle dommageable pour la cellule 
(Figure 6). 
i 
02 
t 
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COMPLEXE CYTOCHROME OXYDASE 
SUPEROXYDE DISMUTASES 
Figure 6 
11 i ,11 
o- H2D2 ow H2D 2 --,. l 1 t J CATALASES L 
PEROXYDASES 
Schéma des réactions enzymatiques prévenant l'accumu-
lation d'intermédiaires réactionnels de la chaîne de 
réduction univalente (A) de 1 1 0 2 moléculaire. 
II. Niveau_hydroEhobe 
Les tissus de mammifères contiennent de très grandes 
quantités d'acides gras polyinsaturés (AGP) localisés notam-
ment dans les zones phospholipidiques des membranes cellulaires 
(Rouser et al. 1968). Ces molécules peuvent subir des peroxyda-
tions homolytiques par attaque radicalaire (Mead 1976) et con-
duisent à la destruction des membranes cellulaires et sub-cellu-
laires en général (Kellogg et Fridovich 1975 et 1977; Goldstein 
et Weissmann 1977; Thomas et al. 1978, Fong et al. 1973; Morgan 
et al. 1976; Brawn et Fridovich 1980). 
CAJ 
Les radicaux hydroxyles et sans doute le singulet (o2
1 ~ g), 
réagissent avec ces lipides polyinsaturés (Kellogg et Fridovich 
1977) pour former des radicaux peroxydes (ROO"), des hydroperoxydes 
(ROOH) et leurs dérivés comme la ma.londialdé~de (figure 7). 
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Cette dernière molécule est capable de provoquer des pontages 
("cross-links") entre diverses molécules enzymatiques et former 
ainsi de multiples formes polymérisées (Tappel 1973). 
A ce niveau, il existe des molécules hydrophobes comme 
l'a~tocophérol (vitamine E) qui, intercalées dans les membranes, 
bloquent les réactions de propagation de la peroxydation des 
lipides (Pryor 1976; Tappel et al. 1974; Halliwell 1978), 
bloquent 1 1 02(-) et le singulet (o21~ g) (Halliwell 1978, 
Leibovitz et Siegel 1980, Nishikimi et Yagi 1977) et prévien-
nent ainsi la formation de radicaux peroxydes. (Figure 8). 
Il est intéressant de constater que l'oxydation d'une 
mole d'a-tocopherol en a-tocopheryl quinone peut réduire deux 
moles de radicaux (R·). L'intermédiaire a -tocopheryl formé 
après la première oxydation peut être réduit par différents thiol 
- dont le glutathion - pour redonner l'a-tocopherol. Localisée 
en abondance dans les membranes subcellulaires des mitochondries, 
des microsomes et des chloroplastes, la vitamine E est bien 
d . ~ ' 1 d" .(-) 1 ' . 1 estinee a capter es ra icaux o2 et es oxygenes singu ets 
sur le lieu même de leur formation. 
La glutathione peroxydase, évoquée au niveau enzymatique 
Joue aussi un rôle fondamental dans la réduction des hydroperoxydes 
(ROOH) en hydroxyacides (ROH) et termine ainsi, la réaction en 
chaîne de peroxydation des lipides (Halliwell 1974). 
Il a d'ailleurs été montré par Yang et Desai (1978) qu'il 
existait une relation fonctionnelle étroite entre l'activité de 
la vitamine E et la glutathione peroxydase (Figure 9). 
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III. Niveau_hrdroEhile 
Le mécanisme de défense au niveau hydrophile, comprend les 
molécules qui contrôlent les réactions productrices de radicaux 
dans les compartiments aqueux de la cellule. Ces molécules sont 
l'acide ascorbique (vitamine C) et le glutathion réduit (Pryor 
1976; Nishikimi et Yagi 1977; Kosower et Kosower 1976; Halliwell 
1978; Leibovitz et Siegel 1980). 
L'acide ascorbique peut être 
constante de vitesse de 2,7 105 M-l 
oxydé par 1 1 02(-) avec une 
sec- 1 (Nishikimi et Yagi 
1977). Gette constante semble faible à côté de celle traduisant 
la catalyse de la SOD (2,0 109 M-l sec- 1) (Klug et al.1972; Rotilio 
et al. 1972). Cependant, l'importance de l'acide ascorbique ré-
side dans le fait que sa concentration molaire dans les tissus 
est environ 7,000 fois supérieure à celle de la SOD (Leibovitz 
et Siegel 1980). De plus, la vitamine C peut capter les radicaux 
libres et notamment le radical hydroxyle (Fessenden et Verma 
1978) (Figure 10). 
La figure 10 illustre ce type de réactions; l'on consta-
tera que la vitamine C est capable de détourner les radicaux 
peroxydes pour en faire des hydroperoxydes. Dechalet a également 
montré l'action directe de la vitamine C sur l'H2o2 (Dechalet et 
al. 1972). 
Compte tenu du fait qu'approxima tivement 50% de l'acide 
ascorbique total chez le rat se retrouve dans le mucus qui 
recouvre l'épithelium respiratoire, on peut considérer que la 
vitamine C joue un rôle de défense contre les radicaux libres 
non seulement intracellulaires mais également extracellulaires. 
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Le glutathion réduit (y-glutamylcystéïnylglycocolle ou GSH) 
La cellule contient de fortes concentrations en GSH qui, par 
la réaction (1), peut empêcher l'o2 d'oxyder des enzymes pos-
sédant des fonctions thiols (Haugaard 1968). 
2 GSH + 1/2 02----GSSG + H2o (1) 
Le glutathion oxydé peut être reconverti en 2GSH par la gluta-
thione réductase (réaction 2) avec utilisation du NADPH + H+ 
comme réducteur. La position centrale de la glutathione réduc-
tase peu~ ainsi privilégier l'équilibre GSH/GSSG en le mainte-
nant au mieux, à un niveau élevé (Jocelyn 1972; Halliwell 1978). 
GSSG + NADPH + H+-----2 GSH + NADP+ (2) 
Il faut cependant remarquer que, dans des conditions particu-
lièrement riches en o2 , le rapport GSH/GSSG tombe très vite 
et entraîne la réaction (3); le GSSG à fortes concentrations 
inactive des enzymes en formant des disulphides (Rupniak et 
Quincey 1973). De plus, lorsque la cellule est forcée à pro-
duire du GSSG en grande quantité, 
enzyme - SR+ GSSG--- enzyme -S-S-G + GSH (3) 
celui-ci est très rapidement expulsé à l'extérieur de la cel-
lule (Sies et Summer 1975, Srivastava et al. 1974). 
Enzymatiquement, le GSH peut servir: 
1. à la glutathione peroxydase qui l'utilise comme substrat 
pour réduire l'H2o2 (réaction 4) et les hydroperoxydes 
(réaction 5) et préviendrait ainsi la formation de radicaux 
-59-
peroxydes (Mc Cay et al. 1976). 
2. à la déhydroascorbate réductase, régénératrice d'acide 
ascorbique (réaction 6). 
Enfin, le GSH peut recycler (réaction 7) l'a-tocopherol par 
réduction du radical a-tocopheryl. 
2 GSH + H2o2 GSSG + 2H20 
2 GSH + ROOH-------ROH + GSSG + H20 
(4) 
(5) 
acide déhydroascorbique + 2 GSH - acide ascorbique + GSSG (6) 
2. GSH + 2 a-tocopheryl-GSSG + 2 a-tocopherol (7) 
On remarquera donc que le GSH peut jouer ·un rôle dans la "dé-
toxific.ation directe" de l 'o2 moléculaire (réaction (1)), dans 
la "détoxification indirecte" par son action sur l'H2o2 et sur 
la peroxydation de lipides polyinsaturés (réactions (4),(5)) et 
dans le-recyclage de molécules impliquéesdans ce_même mécanisme 
de défense de la cellule contre 1 102 (réact ions (6), (7)). De 
plus, le glutathion oxydé (GSSG), résultat de toutes ces réac-
tions est recyclé par la glutathione réductase en glutathion 
réduit (réaction (2)). 
IV. Niveau structural 
Ce niveau de défense est intimement lié à l'intégrité 
structurale de la cèllule. Ainsi, on retrouvera la SOD et la 
glutathione peroxydase, à la fois dans le cytoplasme et la 
mitochondrie, la vitamine E dans les membranes subcellulaires, 
site des peroxydations homolytiques, la catalase dans la frac-
tion soluble et les peroxysomes, le cholestêrol qui par sa 
taille et sa structure, protège dans les membranes, les 
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doubles liaisons d'acides gras polyinsaturés (Demopoulos et al. 
1972), le glutathion réduit et oxydé dans le cytoplasme, la 
vitamine C dans la fraction soluble et les liquides extracel-
lulaires. 
Cette situation "idéale" semble pour le moins contraster 
avec le milieu extracellulaire qui excepté pour la vitamine C, 
est pauvre en SOD et catalase (plasma, liquide cérébrospinal, 
fluide synovial) (Mc Cord 1974, Salin et Mc Cord 1977) et laisse 
la membrane plasmique sans défense apparente vis-à-vis de ra-
dicaux libres extracellulaires (Mc Cord 1974). 
Nous présentons à la figure Il, un schéma récapitulatif 
des divers mécanismes de défense de la cellule contre l'oxygène 
molécul?ire. 
Nous soulignerons enfin l'importance capitale que prend 
le NADPH quant à son rôle premier dans ces mécanismes. Le NADPH 
est main~enu sous forme réduite, grâce à l'action de la glucose-
6-phosphate-déshydrogénase et de la 6-phosphogluconate déshydro-
génase qui font partie des premières étape~ du cycle des pentoses 
phosphates. 
Il semble donc que la potentialité cellulaire à maintenir 
. 
un pouvoir intracellulaire réducteur important est une condition 
indispensable à sa capacité de défense contre les dérivés de 
l'oxygène moléculaire et donc, à sa survie. 
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Figure 11. 
Schéma général du mécanisme de défense de la cellule contre les 
dérivés de l'oxygène. 
o· radical superoxyde RH lipides polyinsaturés 2 
·-
H202 peroxyde d'hydrogène R. radical libre 
OH. radical hydroxyle Rao· radical peroxyde 
SOD superoxyde dismutase ROOH radical hydroperoxyde 
~ déhydroascorbate réductase 
* NADH :·semidéhydroascorbate reductase 
GPX glutathione peroxydase 
G.Red ~lutathione réductase 
GSH glutathion réduit 
GSSG glutathion oxydé 
AC.ASC. acide ascorbique (vit. C) 
Asco· radical ascorbate 
ACDHASC -acide déhydroascorbique 
aTQ a-tocopheryl quinone 
aT· radical a-tocopheryl 
aT-H a-tocopherol (vit. E) 
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2.7 Sénescence et défense de la cellule contre l'oxygène 
Comme nous l'avons déjà souligné dans le premier chapitre, 
notre travail consiste à étudier la superoxyde dismutase au tra-
vers de la sénescence de fibroblastes WI-38 et d'aborder ainsi 
l'aspect dynamique du mécanisme de défense de la cellule contre 
les dérivés de l'oxygène moléculaire. 
Quels arguments ont prévalu au choix de l'orientation 
prise par ce travail? 
2.7.1. LiEofuscine_et_vieillissement 
Lorsque l'on regarde en microscopie optique des cultures 
de fibrçblastes WI-38 jeunes et vieux, on est frappé par les 
différences élémentaires entre l'aspect de ces cellules (Hayflick 
1977) (Photo 1). 
Le volume des cellules augmente, passant de 2.000 à 2.700 
µ 3 entre la génération 25 et la génération 45. Le nombre de cel-
lules par unité de surface passe de+ 180.000 à+ 86.000/cm2 entre 
ces deux mêmes générations. 
Le temps moyen pour une division s'accroît également passant 
d'environ 24 heures pour les jeunes à 48 et 72 heures pour les 
cellules ~gées. Mais le plus remarquable dans le cadre de cette 
vision dynamique de la culture reste l'accumulation progressive 
de résidus appelés grains de lipofuscine (LPF). Au cours du vieil-
lissement des cultures de cellules, il est possible de suivre cette 
accumulation progressive de LPF grâce à sa fluorescence (Deamer 
et Gonzales 1976). 
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Les travaux sur la relation entre vieillissement et ac-
cumulation de lipofuscine (LPF) ont débuté en 1886 (Koneff 1886). 
La lipofuscine est une substance hétérogène contenant : des li-
pides, des protéines et des résidus de structures inconnues ré-
sistant à l'hydrolyse acide (Bjorkerud 1964). Plusieurs auteurs 
pensent que les grains de LPF seraient l'expression visuelle d'un 
phénomène d'engorgement des lysosomes (Strehler et al. 1959; de 
Duve et Wattiaux 1966; Bourne 1973) et des mitochondries (Gopinath 
et Glees 1974). Il est important pour notre étude de constater 
que ce sont les peroxydations de lipides polyinsaturés (Tappel et 
al. 1974) qui sont à l'origine de la formation de lipofuscine. 
La fluorescence spécifique de celle-ci provient de la réaction 
entre une nroie de malondialdéh~1de et de deux nioles de composés 
aminés qui produisent une structure chromophore (base de Schiff 
R-N = CH - CH= CH - NH - R) dont le maximum d'émission se situe 
entre 430 et 450 nm pour une onde d'excitation située entre 345 
et 360 run (Hendley et al. 1963, Fletcher et al. 1973). 
Ces grains de lipofuscine ont acquis très vite le surnom 
de " age-pigment" confirmé en cela par Strehler et al. (1959) qui 
établit une relation linéaire entre la quantité de lipofuscine 
de tissus myocardiques et l'âge des patients. De plus, des ex-
périences réalisées "in vivo" et "in vitro" ont montré que la 
déficience en vitamine E, en selenium, en glutathione peroxydase, 
ou la mise en hyperoxte (Tappel et al. 1974; Hasan et Glees 1973; 
Flohé 1979; Kimball et al. 1976) conduisait à une accumulation 
très rapide de la lipofuscine alors que les conditions inverses 
(excès en vitamine E, selenium) freinaient considérablement sa 
production; d'après Packer et Fuehr (1977), la culture des cel-
lules WI-38 en hypoxie augmentait légèrement le nombre maximum 
de générations atteint par ces cellules. Sur ces mêmes cellules 
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WI-38, Packer et Smith (1974) montraient que l'addition de 100 µg 
d'a-tocopherol par ml d~ milieu nutritif amenait les cellules à 
plus de 100 générations; les cellules normales atteignent au maxi-
mum 52 à 58 générations (Hayflick et Moorhead 1961; Hayflick 1965). 
Cep~ndant, une contamination inconnue dans le sérum de veau fœtal 
utilisé par Packer n'est pas à exclure. Ainsi, il ne fut plus 
possible, avec d'autres lots de sérum, de reproduire cette expé-
rience (Packer et Smith 1974). 
Nous retiendrons de cette analyse sur la lipofuscine que 
la malonclialdéhyde neprésente un marqueur du niveau d'intensité 
de la peroxydation des lipides polyinsaturés dans les cellules. 
2.7.2 ComEortements_enzimatigues 
A) En guise d'introduction, nous présenterons succiritement 
les résultats obtenus par Kimball et al. (1976) sur les tissus 
pulmonaires de rat soumis à une hyperoxie de 85 à 90 % en o2 . 
Après 7 jours d'exposition à 90 % d'02 (1 atm.), les 
auteurs ont montré que par rapport aux rats contrôles, les 
activités : 
I. des SOD mitochondriale et cytoplasmique, augmentaient 
respectivement de 245 et 145 %, 
2. la glutathione peroxydase et la glutathione réductase 
augmentaient respectivement de 317 et 175 %, 
3. la glucose - 6 - phosphate déshydrogénase augmentait de 
413 %, 
4. le glutathion réduit augmentait de 195 %, 
5. les molécules non protéiques à groupements sulfydriles 
augmentaien t de 365 %. 
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Ces observations montrent de manière indirecte combien le 
système de défense contre l'oxygène réagit efficacement à des 
conditions de vie extrêmes,eno2 et expriment clairement la comp-
lémentarité des mécanismes mis en jeu pour protéger le poumon 
d'altérations irréversibles (figure 12). 
B) Récemment, Hoffman et al. (1980) ont montré que l'adap-
tation à un environnement hyperoxique chez le rat nouveau né (>80% 
o2) s'exprimait au niveau pulmonaire par l'adaptation de l'acti-
vité de la S0D, de la catalase et de la glutathione peroxydase. 
Cependanf, ils ont noté que l'adaptation variait entre des jeunes 
rats de 10 jours et des rats de 25 jours. Pour les rats de 10 
Jours, l'augmentat i on de la SOD, de la catalase et de la gluta-
thione peroxydase ne se produit respectivement qu'après 4,6 et 
12 heures de conditionnement pour atteindre un maximum après 6, 
12 et 24 heures. Par contre, pour les rats de 25 jours, seules 
la catalase et la glutathione peroxydase répondent, et de manière 
très lente au conditionnement hyperoxiqùe. 
Ainsi, l'action synergique de la sqn, de la catalase et de 
la glutathione peroxydase est hiérarchisée, et la plus faible 
adaptabilité chez les rats de 25 jours explique leur plus grande 
sensibilité à un environnement hyperoxique drastique (Hoffman 
et al. 1980). Ces résultats sont en accord avec les conclusions 
tirées chez le rat adulte par Steven et Autor (1977) et Autor 
et al. (1976, 1979). 
C) Les résu l tats obtenus à partir de l'étude du compor-
tement d'enzymes l i ées aux mécanismes de défense contre l'oxygène 
au cours dû vieill i ssement, montrent que ceux-ci s'altèrent ou 
voient leurs activi tés enzymatiques modifiées. 
- La . glucose-6-phosphate deshydrogénase et la 6-phosphoglu-
conate deshydrogénase présentent une fraction enzymatique 
plus thermolabile dans les cellules vieilles (Holliday et 
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al. 1974; Goldstein et Moerman 1975; Dreyfus et al. 
1978). 
- l'activité de l a catalase mitochondriale et de la gluta-
thione peroxydase dépendante du Se augmente au cours du 
vieillissement alors que la S0D mitochondriale reste in-
changée (Nohl et al. 1979). 
- Sur le cristallin de bœuf , 0hrloff et al. (1980) ont 
montré que les activités de la glutathione réductase et 
de la glutathione peroxydase, baissaient de plus de 50 % 
a~ cours du vieillissement. Ces mêmes enzymes présentent 
une thermolabilité nettement plus accentuée que les enzymes 
jeunes. Ces résultats sont en accord avec ceux réalisés 
sur le cristallin humain (Harding 1973). 
- Un grand nombre de laboratoires se sont tournés vers l'étu-
de de la S0D. Les résultats sont contradictoires. Ainsi, 
Reiss et Gershon (1976 b) montrent que l'activité de la 
snn cytoplasmique de foie de rat chute dramatiquement, que 
sa thermolabilité est accrue et que son activité par unité 
f If • Il . d antigène, décroît. A contrario, Kellogg et Fridovich 
(1976) montrent que l'activité de la S0D dans le foie de 
rat reste inchangée (Kellogg 1976). Cette observation est 
identique à celle obtenue par Stevens et al. sur la S0D-Cu Zn 
d'érythrocytes humains de donneurs âgés (Stevens et al. 
1975). 
Les résultats sur érythrocytes humains obtenus par Joenje 
et al. (1978) montrent éga lement que l'activité S0D ne 
varie pas en fonction de l'âge du donneur et que l'activité 
enzymatique par unité d'antigène reste inchangée en fonction 
de l'âge. 
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Dans ce travail, nous utiliserons le modèle de vieillis-
sement que constituent 1es cultures de fibroblastes de poumons 
d'embryons humains (cellules WI-38). Sur ce modèle, nous exami-
nerons d'abord l'évolution de la capacité des lipides à être 
peroxydésavant d'aborder l'étude de la superoxyde dismutase. 
L~enzyme sera étudiée tant du point de vue quantitatif que du 
point de vue qualitatif. Etant donné la mise en évidence d'une 
forme "altérée" de SOD chez les vieilles cellules, nous dévelop-
perons une série d'expériences destinées à mettre en évidence le 
mécanisme de cette "altération" et les facteurs qui l'influencent. 
Nous réintroduirons alors ces observations dans le cadre de la 
théorie eénêralisée d'Orgel (1973) et de l'hypothèse des modifi-
cations enzy;'.latiques conformationne,lles (Rothstein '1981) et post-
traductionnelles (J-C. Dreyfus et al. 1978). Enfin, nous inter-
prétons no~ résultats dans le cadre de l'évolution au cours du 
vieillissement cellulaire, du mécanisme de défense de la cellule -
contre l~s dérivés de l'oxygène (Leibovitz et al. 1980). 
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CHAPITRE III - RESULTATS. 
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3. 1 Bases historiques de la culture de cellule 
En 1907, Ross G. Harrison (1907) présente un article: 
"Observations on the living developing nerve fiber" dans lequel 
il développe une méthode de "culture cellulaire". Il isole déli-
catëment des morceaux d'embryon de grenouille, les plonge dans 
une goutte de lymphe fraîchement ponctionnée d'une grenouille 
adulte, isole le tout dans une petite chambre fermée par de la 
paraffine et les observe. Le résultat est stupéfiant : les cel-
lules ainsi protégées, restent en vie au moins quatre semaines. 
De plus,·elles se divisent et se différencient en ré~inescence 
de leur développement embryologique normal. Harrison venait de 
vivre en quelques semaines ce qui allait provoquer 6 décennies 
plus tard une véritable révolution dans l'expérimentation bio-
logique : la culture de cellule était née. 
La culture de cellule créée, encore fallait-il pouvoir 
mainteni~ les cellules en vie et cela le plus longtemps possible 
et pourquoi pas ... , indéfiniment? En effet, en 1912, sortait 
une publication remarquée d'Alexis Carrel (1912) qui avait pour 
titre "On the permanent life of tissues outside of the organism". 
Son objectif scientifique et les moyens d'y arriver étaient clai-
rement définis par ces mots : "the purpose of the experiments 
described in this article was to determine the conditions under 
which the active life of a tissue outside the organism could be 
prolonged indefinitely ( .•• ) the length of the life of a tissue 
outside of the organism could exceed greatly its normal duration 
in the body, because elemental death might be postponed indefi-
nitely by a proper artificial nutrition". 
Les expérimentations portèrent sur le tissu conjonctif, 
des fragments de cœur d'un fœtus de poulet âgé de 18 jours qui, 
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après trois mois de culture en milieu plasmatique, pulsait rythmi-
quement à 52 coups par minute. 
Les conclusions étaient' importantes 
1. le taux de croissance augmentait - dans certains cas - en 
rapport direct avec l'âge de la culture; 
2. sans accidents notoires, la culture de cellules pouvait 
croître et vivre très longtemps, ... 
3. les fonctions cellulaires étaient maintenues en culture 
(battements cardiaques). 
Ces conclusions1 controversées et fausses parfois, allaient 
. 
alimenter de nombreuses discussions philosophiques et sèientifiques. 
Un grand progrès dans l'utilisation des cultures sera réalisé par 
la découverte et la commercialisation en 1940 d'antibiotiques à 
large spectre et longue durée d'action. Le problème de la conta-
mination se règlant progressivement, les équipes de chercheurs 
purent alors se lancer davantage dans les mises au point de cul-
tures spécifiques. 
En 1948 · clonage de cellules de souris par Sanford et al. (1948). 
En 1950 début des essais de culture sur cellules humaines trans-
En 1955 
formées (Gey et al. 1952). 
sortie d'un article fondamental - écrit par E. Eagle 
(1955) sur les besoins nutritionnels de cellules de 
mammifères en culture. 
C'est en 1961 que paraîtront les travaux remarquables de 
Hayflick et Moorhead (1961). Ces derniers posèrent les bases 
d'une méthode simple de culture de cellules humaines à partir 
de tissus normaux. Pas moins de 25 lignées fibroblastiques 
diploïdes humaines d'origine fœtale furent isolées et carac-
térisées par ces auteurs. Ainsi, ils proposèrent la description 
de l'histoire d'une culture de cellule par la succession de phases 
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spécifiques de l'âge cellulaire. Dans une première phase de crois-
sance (phase I), les cellules libérées de la trame tissulaire ori-
ginelle prolifèrent "in vitro" dans la bouteille de culture. Cette 
phase peut durer entre une et trois semaines. Elle se termine lors 
de la première confluence. A ce stade, les cellules sont enlevées 
et replacées dans 2 autres bouteilles (repiquage de cellules). 
La seconde phase (phase II) se caractérise par une multiplication 
cellulaire très rapide (ex~onentielle). D'une durée de 2 à 10 mois, 
cette phase demande des repiquages fréquents. Les cellules entrent 
alors progressivement dans une troisième phase caractérisée par 
une activité mitotique de moins en moins intense,par l'accumulation 
progressive de déchets intracellulaires et par une augmentation 
de la durée de division cellulaire; elle se termine par un arrêt 
complet des divisions et finalement par la mort des cellules. 
Cette phase III est considérée comme étant l'expression même du 
phénomène de sénescence au niveau cellulaire. 
En fait, le phénomène de vieillissement est beaucoup plus 
que la seule perte de la capacité de prolifération des cellules. 
Les cellules d'individus âgés gardent en effet en culture un po-
tentiel d'environ 20 divisions (Martin et al. 1970). 
La sénescence serait surtout provoquée par les modifications 
fonctionnelles qui affectent les cellules en culture ou "in vivo", 
avant la perte du potentiel de division. La mort cellulaire ne 
serait que la conséquence ultime du dysfonctionnement de la cellule 
(Hayflick 1980). 
La préservation des cellules par congélation à - 196°C com-
plète les avantages de la technique de culture cellulaire "in vitro" 
en offrant à l'expérimentateur l'occasion de stocker des cellules 
sans en altérer les caractéristiques fonctionnelles et structurales 
et en différant d'autant la mort cellulaire. Impuissant à manipuler 
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l 'âge chronologique, l ' homme se donnait le pouvoir de figer l 'âge 
physiologique cellulaire . 
En utilisant ce modèle de vieillissement, le chercheur se 
focalise sur les processus cellulaires. Cultivée "in vitro", la 
celfule présente une durée de vie limitée, corré lée avec l'âge de 
l'organisme donneur; elle offre la possibilité de contrôle d'un 
grand nombre de paramètres et permet les études systématiques d'ef-
fets pharmacologiques, biochimiques ou autres qui influencent la 
vie cellulaire. 
3.2 Technique de culture des fibroblastes WI-38 
Le milieu nutritif utilisé est composé du "milieu essentiel 
minimum de Eagle" (cfr. composition-tableau 6) et des "sels de 
Earl~' (cfr. tableau 7), fourni par Eurobio (Paris, France). Ce 
milieu est tamponné à pH 7,2 par du bicarbonate de Na 0,03 Met 
additionné de 50 µg/ml d'auréomycine (Lederle, S. A., Belgique); 
Est enco~e ajouté à ce milieu, du sérum de veau fœtal (Eurobio, 
Paris, France) à raison de 10 % final. 
Les cellules sont maintenues en culture dans des boîtes 
Falcon (C.A., USA)' de 75 cm2 ou dans des bouteilles en verre (rol-
le r bottle) de 600 cm2 tournant à 0,25 r.p.m. dans une étuve à 
37°c. 
Le repiquage des cellules s'effectue comme décrit par 
Hayflick (1965) - lorsque ces derniers sont à confluence. 
Il consiste à diviser en 4 le contenu de la boîte falcon initiale 
et de la répartir dans 4 autres boîtes. Dans le cas des bouteilles 
en verre, le repiquage se fait dans le r appor t 1 : 2. 
Débarrassées de leur mili eu nutriti f , les cellu- -
les -sont 13vée s avec le milieu essentiel de Eagle seul (le sérum 
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inhibant l'action de la Trypsine) et incubées pendant 2 à 4 minutes 
en présence de Trypsine à 0,25 %. La trypsine enlevée, les cellules 
, 
sont placées pendant 20 minutes à l'étuve (37°C). Les cellules se 
détachent de la paroi de la boîte, s'arrondissent et sont reprises 
dans un volume déterminé de milieu complet (milieu+ sérum). Cha-
que boîte falcon contient environ 20 ml de milieu nutritif. Le 
repiquage se termine en enrichissant l'at Eosph~re des boîtes de 
culture en co2 (air sec/ co2 - 95 % / 5 %). 
Milieu essentiel minimum de Eagle 
Acides aminés 
L. arginine. HCl 
L. cystine 
L. tyrosine 
L. histidine HCl. 
L. glutamine 
L. isole_ucine 
Vitamines 
Choline. chlorure 
Acide folique 
I-inositol 
D-Ca-pantothénate 
Pyridoxal HCl 
Riboflavine 
Thiamine HCl 
Nicotinamide 
Biotine 
H2o 
g/ 1 
0, 1260 
0,0240 
0,0360 
0,0420 
0, 2920 
0,0525 
g/1 
0,0010 
0,0010 
0,0020 
0,0010 
0,0010 
0,0001 
0,0010 
0,0010 
0,0010 
L. 
L. 
L. 
L. 
L. 
L. 
L. 
leucine 
lysine HCl 
méthionine 
phénylalanine 
thréonine 
tryptophane 
valine 
g/1 
0,0524 
0 ,0730 
0 ,o 150 
0,0330 
0,0480 
0,0100 
0,0470 
Tableau 6 Composition du milieu essentiel minimum de Eagle. 
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Sels de Earle 
g/1 
NaCl , 6,800 
K Cl 0,400 
CaC12 2H20 0,266 
MgS04 7H 20 0,200 
Glucose 1,000 
Rouge de phénol 0,010 
NaHC03 
NaH2Po4 .H2o 
Tableau 7 
2,200 
0,125 
Composition en sels de Earle, du milieu essentiel 
minimum de Eagle. 
3.3 Technique et résultats du dosage des radicaux libres 
Les homogénats de cellules WI-38 sont préparés selon la 
méthode de Remacle et al. (1980) modifiée de la manière suivante 
chaque boîte de culture est rincée trois fois dans 3 ml de tampon 
phosphate 10 mM - 0,15 M NaCl - pH 7,4 (tampon P.B.S.). Les 
cellules sont détachées de la paroi, resuspendues et homogénéisées 
dans un tampon 0,2 M tris - 0,16 M K~l - pH 7,4. Après passage 
à l'ultraturax (5 x 30 sec), nous appliquons les méthodes de 
Bernheim et al. (1948) et Placer et al. (1966) modifiées comme 
suit: à chaque ml d'homogénat, est ajouté 1,8 ml de solution 
1,2 M d'acide trichloracétique (TCA) et 35 mM d'acide - 2 -
thiobarbiturique (T.B.A.) à température ambiante. 
Les échantillons sont chauffés à 95°C à reflux pendant 25 minutes, 
refroidis à 0°C puis centrifugé~ 10 minutes à 5.500 rpm. La 
densité optique des surnageants est lue à 532 nm. 
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Le principe de ce dosage consiste à complexer une mole de 
malondialdéhyde (intermédiaire de l'oxydation par les radicaux 
libres des acides gras polyinsaturés) par 2 moles de T.B.A. (figure 
13). Le complexe formé donne une coloration rouge dont l'absorp-
tion maximale se situe à 532 nm. L'éLalonnage a été réalisé à 
partir d'une solution stock de malondialdéhyde (MDA) diluée dans 
l'éthanol. Les dilutions ultérieures sont réalisées dans l'eau 
bidistillée (figure 14). 
Dans un second temps, nous avons déterminé à différents 
âges de ;a culture cellulaire, la quantité de MDA détectable 
dans les cellules WI-38. Pour ce faire, les tests ont été effec-
tués sur des populations cellulaires dont les générations respec-
tives étaient : g34-g35, g48-g49, g50-g51 (figure 15). 
Figure 13 
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formes de résonance du complexe obtenu par réaction de 2 
molécules d'acide-2-thiobarbiturique avec 1 molécule de 
rrialondialdéhyde (d'apr~s Barber et Bernheim 1967). 
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• 
• 
. 
• 
• • 
0.5 1.0 1.5 2.0 
' · 6 Concent rat ion x 10 M MDA 
courbe d'étalonnage donnant les densités optiques à 
532 nm (absorbance relative) lorsque le dosage est 
réalisé en fonction de concentrations croissantes en 
Malondialdéhyde (MDA). 
y= -0,0012 + 0,214 x, r = 0 ,998. 
a:gso gs1 
b:g48 g49 
C :g34 g35 
112 224 336 
• 
448 560 
QUANTITE DE PROTEINES 9'9 1 
relation entre la production de malondialdéhyde par 
des quantités croissantes de protéines cellulaires 
jeunes (g34-g35) et âgées (g48-g49, g50-g51). 
a y=0,138+0,018x r=0,998 
b y= 0,037 + 0,016 x r = 0,999 
C y= -0,069 + 0,011 X r = 0,994 
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Des observations réalisées ci-dessus (figure 15), nous 
constatons que les pentes des droites g34-g35 et g48-g49; g34-g35 
et g50-g51, sont significativement différentes (a= 0,005). 
Les pentes des droites g48-g49 et g50-g51 ne sont pas significati-
vement différentes entre elles (a= 0,005). Par extrapolation de 
ces droites, nous estimons les quantités de MDA produites par 
mg de protéines et par cellules (intervalle de confiance à 99,5 %). 
Cellules MDA 10-9M/ mg. MDA 10-9M/ 106 cellules 
g34-g35 11,331 ± 1,267 3,333 ± 0,374 
g48-g49. 15,528 ± 0,459 5,972 ± 0, 176 
g50-g5 l 17,440 ± 0,999 24,914 ± 1,427 
Nous constatons dans les limites de l'analyse effectuée 
que le processus de dégradation des acides gras polyinsaturés 
croît au cours de la sénescence des fibroblastes. Ce processus 
est fortement marqué pour les cellules g50-g51 qui étaient au 
moment du dosage, à la limite extrême de viabilité. 
3.4 Analyse de la superoxyde dismutase 
Face à une production de malondialdéhyde qui augmente 
en fonction de l'âge cellulaire, nous nous sommes interrogé sur 
l'évolution de la première enzyme impliquée dans le mécanisme de 
défense de la cellule contre les dérivés de l'oxygène : la super-
oxyde dismutase (SOD). 
3.4.1 Dosage_de_la_suEeroxyde_dismutase (SOD) 
La détermination de l'activité dismutasique de la SOD (EC 
1.15.11) est réalisée par la mesure de l'inhibition de la formation 
d'adrén0chrome (I.F.A.) à partir de l'épinéphrine dans le système 
xanthine+xanthine oxydase, générateur de radicaux superoxydes (02(-)). 
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Cette méthode, décrite par Mc Cord et Fridovich (1969 b), Misra 
et Fridovich (1972) et Nohl et Hegner (1978) a été appliquée avec 
les caractéristiques suivantes 
chaque test (1 ml) contient 1 .lo-4 M épinephrine, 1 10-~ M. 
xanthine et 1 10-8 M xanthine oxidase, 2 mM EDTA, 0,25 M. sucrase 
et 20 mM triéthanolaminohydrochloride ajusté à pH 9,0. (tampon .. S. -E. .T .. ) 
A 25°C, la production moyenne de ra .~icaux superoxydes dans le test 
est de 13,87 ± 2,58 nMoles / min. (moyenne: 2 s.). La formation 
d'adrénochrome est suivie à 480-575 nm au spectrophotomè t re P~rkin-
Elmer 557-DW (Hitachi Ltd. Tokyo, Jüpon). Le coefficient d'extinc-
tion est.de 2,86 nM-1 x cm- 1• Par convention, nous définissons 
une unité d ' ac ti vit0 "suneroxyde dismutase" comme é t an t la quanti-
t é d 'enzyme inh i bant à 50 % , l' oxyda tion de 1 ' épinéphr:ine en a dré-
nochr ome à 25 °r, dans l a mé t hode dé cri te ci-de ssus . Sous ces con-
ditions, 50 % d'inhibition est observée en présence de 2,5 µg de 
superoxyde dismutase purifiée à partir d'fry throcytes humains 
(sigma)_ La même détermination a été réalisée à partir de mito-
chondries" soniquées" de cœurs de rat chez le Dr. Nohl (Institut 
für Pharmacologie, Fachbereich Tiermedezin der Universitat - · 
Munich) (figure 16). 
Figure 16 
1.0 1.5 2.0 
Concentration en protéines( 9/ml) 
courbe du pourcentage d'inhi bition de la formation 
d'adrénochrome (% I.F.A.) dans le système générateur 
d'o2(-) (xanthine+xanthine oxydasaj en présence de con-
centrations croissantes en mitochondries ~oniquées"de 
cœur de rat. 
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3.4.2 Courbe_de_EH _(figure 17) 
La superoxyde dismutase d'érythrocytes humains (S0D-Cu Zn) 
purifiée par sigma selon la méthode de Mc Cord et Fridovich (1969 b) 
a été utilisée pour déterminer le pH et le tampon adéquat pour déter-
miner l'activité optimale de l'enzyme. Trois tampons différents 
ont été utilisés pour effectuer la courbe d'activité en fonction du pH. 
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Figure 17 
•* -------t•1-----•• 
2 4 6 8 10 12 
pH 
courbe d'activité de . la S0D en fonction du pH réalisée 
à partir de 0,8 U. d'activité SOD à 25°C. 
0 tampon citrate de sodium 20 mM 
* 
tampon phosphate (KH2P04 - K 2HP04) 20 mM 
• tampon triéthanolamihohydrochloride 20 mM, EDTA 2 mM, sucrase 0,25 M (milieu S.E.T.). 
~ - ------------------------------------------~a---•--•---
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Nous avons choisi de travailler 1) avec le tampon S.E.T. 
du fait que l'enzyme pr~sente dans celui-ci une activité maximale 
et stable. 2) à pH 9,0. Il s'agit là d'une condition propre au 
tampon utilisé et largement rencontrée dans la littérature. 
3.~;3 Courbe_de_temeérature (figure 18) 
L'analyse de la thermolabilité d'une enzyme étant un élé-
ment important dans la Biochimie de la sénescence, nous avons 
déterminé la courbe de température de la SOD de la manière suivante 
L~enzyme purifiée (0,8 unité d'activité) a été dosée• dans le 
milieu S.E.T. après avoir été préalablement incubée pendant 25 min. 
à différentes températures. On remarquera la grande résistance de 
l'enzym~ à la température puisqu'elle conserve encore 95 % de son 
activité à 60°C. Par la suite, toutes les courbes de thermolabilité 
seront effectuées à 70°C. de manière à obtenir une décroissance 
significative de l'activité enzymatique en fonction du temps. 
3.4.4 Dosage_de_la_SOD_dans_les_cellules_WI-38 
La préparation des homogénats a été réalisée de la manière 
suivante : 
1. les cellules sont rincées trois fois dans un tampon 0,9 % 
NaCl - 10 mM phosphate pH7,4 (tampon PBS) ,~uis deux fois 
dans une solution 0,25 M sucrase - 1 tru·f EDTA, pH 7,4. 
2. Détachées de la paroi, les cellules sont centrifugées 
10 minutes à 600 g et resuspendues dans le milien S.E.T. 
3. Après 20 homogénisations au dounce serré (7 ml - Kontes 
Glass C0 • Vineland, NY .), , la suspension est centrifugée 
à l'ultracentrifugeuse Beckman• (Madel 15-65) 30 minutes 
à 39.000 rpm. dans le rotor 40 (Beckman Instruments Inc., 
Spinco division, Palo Alto, Californie). 
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4. Le surnageant est appelé "fraction cytoplasmique". Le 
culot est res_!-lspendu dans le milieu SET pH 9, 0 et "so: _-
niqué"4 x 30 secondes; cette fraction est appelée "frac-
tion mitochondriale". 
Les figures 19 et 20 illustrent les activités de la SOD 
exprimée en% d'inhibition(% I.F.A.) en fonction de la concentra-
tion en protéines dans le test à partir d'un surnageant (figure 19) 
et d'une fraction mitochondriale (figure 20) de cellules WI-38 à 
la génération g36-g37. 
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Figure 18 
30 40 50 60 70 80 
TEMPERATURE( °C) 
courbe de température de la SOD-Cu Zn humaine purifiée 
après incubation pendant 25 minutes dans un tampon S.E.T. 
pH 9,0 à différentes températures. 
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3.4.5 Mise en évidence de la SOD cytoplasmique et mitochondriale 
dans les cellules WI-38 
a) électro2horèse_sur_gel_de_2olyacrylamide 
Les gels d'électrophorèse ont été réalisés selon la méthode 
de Davis (1964). L'activité de la superoxyde dismutase a été mise 
en évidence par la méthode de Beauchamp et Fridovich (1971). 
Cette dernière méthode appliquée ici, consiste en une coloration 
négative de .l'activité dismutasique selon le protocole expérimental 
suivant: chaque gel est placé 20 minutes dans une solution de 
bleu de tétrazolium 2,45 10-3 M , tamponnée à pH 7,4 par du phos-
phate 0,1 M puis incubée 15 minutes dans du tampon phosphate 
0,036 M pH 7,8 contenant du Tetraméthyléthy lenediamine (TEMED) 
0,028 M et de la riboflavine 2,8 10-3 M; la révélation s'effec-
tue par illumination des gels pendant 15 minutes. Le système 
h h .. 0 bfl. 1 · - a· d d 0 .(:..) p otoc imique rio avine- umiere pro uit es ra icaux o2 qui, 
réagissant avec le bleu de tétrazolium,produisent le bleu de for-
mazan (couleur bleue). La localisation de la SOD apparaîtra par 
une bande non colorée puisque les radicaux 02(-) seront détruits 
par le SOD et ne pourront donc pas r éagir avec le bleu de tétra-
zolium. La coloration du gel étant faible et non stable, nous 
avons dû schématiser les résultats des électrophorèses dans la 
figure 21. 
- OR-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Figure 21 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide de divers 
échantillons et mise en évidence de la SOD par la 
méthode de coloration négative décrite par Beauchamp 
et Fridovich (1971). 
Un courant de 2,5 mA par gel est appliqué pendant 30 minutes puis 
porté à 4 mA par gel pendant 180 minutes (sous réfrigération). 
En présence de KCN 15 mM, la SOD-Cu Zn (cytoplasmique) est inhibée. · 
- contrôle 
2 - Homogénat cellules WI-38, g20-g21 (100 µg protéines) 
3 - Homogénat cellules WI-38, g46-g47 (100 µg protéines) 
4 - SOD-CU Zn d'érythrocytes humains (Sigma) 5 µg. 
5 - "fraction mitochondriale" cellules WI-38, g20-g21 (50 µg 
6 - "fraction cytoplasmique" cellules WI-38, g20-g21 ( 
7 - "fraction mitochondriale" cellules WI-38, g46-g47 ( 
8 - "fraction cytoplasmique" cellules WI-38, g46-g47 ( 
Il 
Il 
Il 
protéines) 
) 
) 
) 
9 - Homogénat cellules WI-38, g20-g21 (100 µg protéines) traité avec 
du KCN 15 mM. 
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Noüs constatons que les centrifugations différentielles 
d.'homogénats de cellules WI-38 jeunes ou vieilles, permettent une 
séparation entre les S0D cytoplasmiques et mitochondriales (gels 
2, 3, 5, 6, 7 et 8). 
La S0D-Cu Zn (cytoplasmique) migre rapidement par rapport 
à la S0D-Mn (mitochondriale) (gels 5, 6, 7 et 8) (Kaster et al. 1980). 
De plus la localisation de la S0D-Cu Zn est caractérisée 
par une inhibition sélective au KCN 15 mM. (gel 9) (Simonyan et 
Nalbandyan 1972; Fee et Dicorleto 1973). 
Enfin, il semble que la sénescence n'implique pas la modi-
fication de la mobilité électrophorétique de la S0D-Cu Zn et de 
la S0D-Mn (gel 2 et 3, 5 et 7, 6 et 8). Ces résultats sont en 
accord avec ceux obtenus par Reiss et Gershon (1976 b). 
Cependant, Peeters-Joris et al. (1975) ont montré en 
accord avec Weisiger et Fridovich (1973 a, 1973 b), que l'on devait 
admettr~ une triple localisation de la S0D 
- une S0D-Cu Zn cytoplasmique 
- une S0D-Mn mitochondriale (matricielle ou liée à la 
membrane interne). 
- une S0D-Cu Zn dans l'espace inter-membranaire mitochon-
drial. 
Afin de mettre en évidence cette triple compartimentation 
de la S0D et répondre au problème de l'existence d'isoenzymes 
cytoplasmiques et mitochondriales (Koster et al. 1980), nous avons 
réalisé des préparations de membranes mitochondriales qui ont 
été analysées par électrofocalisation. 
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b) Isolement_des_comeartiments_mitochondriaux 
Une fraction mitochondriale (ML) de cellules WI-38 est 
isolée à partir d'un homogénat préparé dans une solution contenant 
du sucrase 70 mM, du D-Mannitol 0,21 M, de l'EDTA 0,1 mM et du 
tris-HCl l mM tamponné à pH 7,2. Les mitochondries sont resuspendu~s 
dans du tampon phosphate 20 mM pH 7,2 contenant 0,2 % d'albumine 
bovine. Cette étape provoque le gonflement des mitochondries qui, 
homogénéisées par 7 passages dans un dounce serré et recentrifugées 
30 minutes à 40.000 rmp donneront un sédiment "Matrices mitochon-
driales"·et une fraction soluble contenant les enzymes de l'espace 
intermembranaire. Le sédiment "Matrices mitochondriales" est alors 
"soniqué" Z. x 30 secondes et resuspendu dans un même tampon. Notre 
objectif étant essentiellement qualitatif, nous n'avons pas examiné 
en détail le rendement de cette technique développée par Parson et 
al. (1966) pour les mitochondries de foie de rat. 
c) Technigue_d'électrofocalisation_aEeliguée_aux_cellules WI-38 
Décrit par Lënnerdal et al. (1979), Keen et al. (1980) et 
Marklund et al. (1976), les SOD cytoplasmiques et mitochondriales 
de foie de rat, présentent des points isoélectriques diamétralement 
opposés : les isoenzymes de la SOD-Cu Zn ont des points isotlec-
triques compris entre 4,5 et 5,5 ou entre 5 et 6 (Kaster et al. 1980) : 
Ces données nous ont amené à entreprendre l'analyse qualitative 
de la localisation des isoenzymes des SOD de cellules -WI-38 en 
appliquant l'électrofocalisation selon la méthode de Vesterberg 
(1973). Deux solutions sont d'abord préparées : la solution stock 
en gel (Solution I) contient 9,7 g d'acrylamide et 0,3 g de bisa-
crylamide par 100 ml d'eau bidistillée. La solution polymérisante 
(solution II) contient 40 ml de glycérol, 0,1 ml de TEMED et 141 ml 
1 
d'eau bidistillée. Dans une première étape, 15 ml de solution I 
sont ajoutés à 1,9 ml d'ampholy tes (40 %) et 13,1 ml de solution II. 
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Après mélange et dégazage sous pompe à vide pendant .15 minutes, 
on ajoute 0,3 ml d'une solution fraîche de persulfate-NH4 (40 mg/ml)~ 
La solution est alors coulée entre 2 plaques de verre silannés. 
Le gel est utilisé 24 heures plus tard. 
Le gel polymérisé est placé une heure sous une tension de 
200 volts (14 mA.). Des échantillons de 4 µl sont alors déposés sur 
de petites bandes de papier Whatman au milieu du gel. Les ampho-
lytes utilisés ici ont une résolution comprise entre pH 3 et pH 10 
ou entre pH 4 et pH6 (Pharmacia fine Chemical, Piscataway, N.J.). 
A l'anode est appliquée une solution d'acide aspartique 0,04 M. 
A la cathode est appliquée une solution de NaOH lM. 
La migration se fait alors pendant 2 heures à environ 4°C 
sous une tension de 550 volts (8,6 mA). La révélation est effec-
tuée en présence de bleu de tétrazolium et riboflavine comme 
décrit plus haut (Beauchamp et Fridovich 1971). 
La figure 22 présente l'image d'une électrofocalisation 
(pH 3-10) réalisée sur un surnageant de cellule jeune g29-g30 (a) 
sur une fraction mitochondriale (b) 
sur la SOD-Cu Zn cytoplasmique (c). 
La figure 23 présente les résultats obtenus par électro-
focalisation (pH 3-10) d'une fraction de roatrice '~oniqué~'(l) et 
d'une fraction "espace inter-membranaire" (2) obtenues à partir 
d'une fraction ML. de cellules WI-38 jeunes g29-g30. 
La figure 24 illustre l'image d'une électrofocalisation 
(pH 4-6) réalisée à partir d'une "fraction cytoplasmique" de 
cellules WI 38 g29-g30 (A,D) et g51-g52 (B,C). 
pH 10 
• 
dépôt 
0 
pH 3 
pH 10 
• 
dépôt 
0 
1 2 
pH 3 
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figure 22 
Electrofocalisation entre pH 3 et pH 10 
A surnageant g29-g30 
B fraction mitochondriale 
C activité SOD-Cu Zn cytoplasmique 
• isoenzymes mitochondriales (pH 8-pH 9) 
O enzyme cytoplasmique (pH 5-pH 6) 
figure 23 
Electrofocalisation entre pH 3 et pH 10 
d'une fraction "matrices soniquées"(l) et 
d'une fraction "espace inter-membranaire"(2) 
de cellules WI-38 jeunes g29-g30. 
• isoenzymes mitochondriales (pH 8-pH 9) 
O activité inter-membranaire (pH 5-pH 6) 
figure 24 
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pH 6 
dépôt 
pH 5,37 
pH 5,22 
pH 5,07 
pH 4 
Electrofocalisation entre pH 4 et pH 6, d'une "fraction cytoplasmique" 
de cellules W-I 38 g29-g30 (A et D) et g51-g52 (B et C). 
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e) Conclusions 
~ 
1) Nous constatons que les isoenzymes de la SOD-Cu Zn cyto-
plasmique de cellules WI-38 sont anodiques et au moins au nombre 
de 3. Les points isoélectriques sont respectivement d'environ 
5,37. 5,22 et 5,07 (figure 24). Ces résultats sont en accord 
avec ceux obtenus par Kaster et al. (1980) et de valeurs un peu 
supérieures par rapport aux résultats de Lonnerdal et al. (1979) 
et Marklund et al. (1976). La sénescence des fibroblastes WI-38 
ne provoque pas de modification des points isoélectriques des 
isoenzymês de la SOD cytoplasmique,ni un réarrangement quantitatif 
de ces isoenzymes (figure 24). Ces résultats concordent avec ceux 
décrits par Reiss et Gershon (1976 b). 
2) La figure 23 illustre la double localisation de la S0D 
mitochondriale. La première: matricielle, présente trois isoen-
zymes cathodiques dont les points isoélectriques sont situés entre 
pH 8,0 ~t pH 9,0, (1). Il s'agit donc d'isoenzymes de la S0D-Mn. 
La seconde : dans l'espace inter-membranaire 
mitochondrial, présente une activité dismutasique anodique faible 
entre pH 5 et pH 6, comparable à la localisation de la SOD-Cu Zn 
cytoplasmique. Nous ne mettons pas en évidence d'isoenzymes de 
la S0D-Cu Zn inter-membranaire. 
Enfin, nous constatons la contamination importante des 
isoenzymes matricielles mitochondriales dans la fraction "espace 
membranaire". 
3) L'électrofocalisation entre pH 3 et pH 10 confirme les 
positions isoélectriques opposées des S0D cytoplasmiques (pH 5 -
pH 6) et mitochondriales (pH 8,0 - pH 9,0).(figure 22). 
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Nous constatons la prés~nce d'un léger contaminant mito-
chondrial dans le surna~eant de cellules g29-g30 (a) qui n'était 
pas détectable par la simple électrophorèse décrite à la figure 
21 - (6). 
4) La compartimentation des SOD de fibroblastes se caracté-
rise donc par 3 isoenzymes anodiques cytoplasmiques - SOD-Cu Zn 
3 isoenzymes cathodiques mitochondriales (Matrices)-
SOD-Mn 
une (?) activité dismutasique anodique mitochondriale 
(espace inter-membranaire) - SOD-Cu Zn. 
Enfin, la sénescence ne modifie pas la mobilité électro-
phorétique de ces enzymes ni les points isoélectriques des iso-
enzymes _cytoplasmiques(figure 21 et 24). 
La figure 41 montrera que cela est vrai également pour les 
points isoélectriques des isoenzymes mitochondriales, mecellules 
âgées (g_51-g52). 
3. 4. 6 Ac ti vi tés ,,.des SuEeroxyde_ dismutases _Erésente __ chez_ les 
cellules WI-38_ieunes __ et_vieilles 
Des lots de cellules à différents âges de la culture ont 
été testés. Les résultats des activités SOD cytoplasmiques (S) 
et SOD mitochondriales (M) sont exprimés en U. par mg protéines 
et par millions de cellules. Les protéines sont quantifiées par 
la méthode de Lowry et al. (1951). 
Exurimées par mg de protéines, les activités dismutasiques 
cytoplasmiques et mitochondriales semblent ne pas évoluer de manière 
significative au cours du vieillissement cellulaire. Exprimées 
par cellule . , ces activités indiquent une nette croissance intra-
cellulaire. Cependant, nous n'avons aucun renseignement sur l'ef-
ficacité réelle des SOD à pH 7,4, dans les cellules. De plus, ces 
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observations ne nous renseignent pas sur la qualité intrinsèque 
de ces protéines. Tout _ au plus, pouvons-nous considérer que dans 
les contraintes de notre dosage (tampon SET, pH 9,0 à 25°C), les 
quantités de SOD par cellule augmentent significativement en 
fonction de l'âge et suggèrent qu'il s'agirait d'une réponse de 
défense cellulaire face à la production augmentée de radicaux 
libres au cours de la sénescence. 
Cellules WI-38 Protéines . Activité SOD u. son· (s) / 
totales . {mg) u. /mg % u. /106 mg prot. 
- cellules 
[J. SOD (M) 
mg prot. 
g29-g30 (S) 14,20 1,44 53,93 
-
o ; 36 
1, 17 (M) 17,38 1, 23 46,07 0,31 
g35-g36 (S) 12,26 1, 56 55,52 0,46 
(M) 15,42 1, 25 44,48 0,37 
1, 25 
-
g52-g53 (S) 1 1, 34 1, 52 55,68 1,27 
1, 26 
(M) 14,89 1, 21 44,32 1 , 0 1 
3.4.7 Fractionnement_des_cellules_ear_centrifugation __ différentielle_ .. 
Le fractionnement a été réalisé suivant la méthode décrite 
par Remacle et al. (1980). Lavées trois fois avec un tampon 
phosphate pH 7,4 - NaCl 0,9 % puis avec une solution 0,25 M sucrase -
1 mM EDTA, pH 7,4; les cellules sont détachées des parois du 
verre pour être centrifugées 10 minutes à 220 g. 
Le culot est resuspendu avec 2,5 ml de sucrase 0,25 M 
tamponné avec du Tris-HCl 25 mM à pH 7,4. Les cellules resus-
pendues sont homogénéisées 20 fois dans un homgénéiseur Dounce 
avec un piston serré (Kontes Glass C0 , Vineland, NY). 
/ 
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Le fractionnement par centrifugation différentielle est 
réalisé selon la méthode décrite par Amar-Costese~ et al. (1974). 
Les fractions nucléaire (N), mitochondriale (ML) et 
microsomiale sont obtenues après centrifugations différentielles 
successives utilisant le rotor Beckmann° 40 et des vitesses de 
rotation de 1.700, 25.000 et 40.000 rpm. L'intégrale du carré 
des vitesses angulaires (W : J~ w2 dt (rad2 s- 1)) était respec-
tivement de 1,9 10 7; 2,5 109 et 3 10 10 (rad2 s- 1). 
Les fractions sont resuspendues, homogénéisées au Dounce 
et lavées une fois; les surnageants sont combinés pour l'obtention 
des fractions suivantes. 
Les résultats du fractionnement calculés selon de Duve et 
al. (1955) sont présentés à la figure 25. 
La cytochrome oxydase : enzyme marqueur des mitochondries 
est trouvée principalement dans la fraction ML. (de Duve et al. 
1962). 
La N-acétyl-B-glucosaminidase, spécifique des lysosomes 
(Dillard et Tappel 1974; Tulkens et al. 1974) se retrouve dans 
cette même fraction. 
La 5'nucléotidase et la phosphodiestérase alcaline I sont 
associées aux membranes plasmiques dans le foie de rat (Coleman 
et al. 1967; Emmelot et al. 1964). Dans les fibroblastes WI-38, 
ces deux enzymes marqueurs sont également localiséesau niveau des 
membranes plasmiques et se retrouvent dans la fraction microsomiale 
(Raes et al. 1980). Associée à cette fraction, on retrouve la 
galactosyltrarlférase qui est un marqueur de l'appareil de Golgi 
(Marré et al. 1969; Fleisher et Fleisher 1970). 
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La catalase, associée aux peroxysomes de foie de rat 
(Fowler et al. 1977) présente ici, une activité importante dans 
la fraction microsomialè. Au niveau de la fraction soluble, 
l'activité catalasique représente environ 35 à 45 % de l'activité 
enzymatique totale. 
La NADH cytochrome C réductase non mitochondriale serait 
attribuable aux éléments dérivés du réticulum endoplasmique. On 
la retrouve dans la fraction microsomiale (Remacle et al. 1980). 
Enfin, la superoxyde dismutase se retrouve, et dans la 
fraction.mitochondriale, et dans la fraction soluble (Peeters-
Joris et .al. 1975). Globalement, la comparaison entre cellules 
jeunes et cellules vieilles par cette approche ne présente pas 
de différence significative. 
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3.5 Etude des modifications enzymatiques de la SOD liées au vieil-
lissement des fibroblast e s WI-38 en culture 
Les modifications de la SOD ont été mises en évidence par 
deux approches très différentes. 
3.5.1 Comportement_thermosensible_des_SOD_de_fibroblastes_WI-38 
Holliday et Tarrant (1972) ont effectué des essais de 
thermostabilité enzymatique qui ont mis en évidence dans une 
même population enzymatique de cellules vieilles, la présence 
d'une so~s-population enzymatique plus thermolabile que la forme 
normalement présente chez les jeunes cellules. C'est notamment 
le cas pour la Glucose-6-phosphate déshydrogénase, la 6-phospho-
gluconate déshydrogénase et l'hypoxanth ine phosphorybosyl-trans-
férase. 
Dans la même optique, Houben et Remacle (1978) ont étendu 
cette analyse de thermolabilité à trois enzymes lysosomiales :. la 
N-acé tyl-S-glucosaminidase, l'a-D-glucosidase et la N-acétyl-aD-
galactosaminidase et une enzyme mitochondriale: la sulfite cyto-
chrome C réductase. Leurs conclusions montrent qu'une sous-popu-
lation enzymatique plus thermolabile ne peut être mise en évidence 
que dans le cas d'enzymes cytoplasmiques de cellules vieilles. 
Ils concluent que les autresenzymes présentent au cours du vieil-
lissement, une grande homogénéité de comportement thermolabile 
probablement liée à leur compartimentation sub-cellulaire. 
Dans ce contexte, et étant donné que nous avons à notre 
disposition une enzyme ayant une localisation multiple dans la 
cellule, nous allons répondre à deµx questions concernant la SOD 
Y a-t-il apparition d'une forme thermolabile chez les vieilles 
cellules, et si oui, cette modification s'observe-t-elle à la 
fois pour l'enzyme cytoplasmique et l'enzyme mitochondriale? 
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a) Méthode 
Chaque lot de cellules est homogénéisé, centrifugé et resus-
pendu dans le milieu SET pH 9. Le cytoplasme est incubé à 70°C 
et à des temps déterminés, des échantillons de 250 µ1 sont pré-
levés afin de déterminer l'activité enzymatique résiduelle. Le 
même schéma expérimental est appliqué pour la fraction mitochon-
driale -après sonication (4 x 30 secondes). Les figures qui suivent 
donnent le bilan général des observations effectuées sur des fibro-
blastes WI-38 à des âges de culture différents (figure 26). 
Lês résultatssont présentés sur un graphique où l'axe des 
ordonnées représente le pourcentage d'inhibition de la formation 
d'adrénochrome (% I.F.A.) et l'axe des abscisses, le · temps d'in-
cubation en minutes des enzymes à 70°C. 
¼es analyses de thermolabilité ont été réalisées sur des 
fibroblastes WI-38 de générations g29-g30 (figure 26 A), g38-g39 
(figure 26 B) g47-g48 (figure 26 C) et g5 l-g52 (figure 26 D). 
Pour chacune des figures, on retrouve : 
en a), la thermorésistance de la SOD mitochondriale (SOD-Mn + SOD-
Cu Zn inter-membranaire) 
en b), la thermorésistance de la SOD cytoplasmique (SOD-Cu Zn). 
Il apparaît clairement que seule l'enzyme SOD-Cu Zn cyto-
plasmique présente une hétérogénéité de comportement thermorésis-
tant à pH 9 et à 70°C. Cette hétérogénéité n'apparaît qu'après 
la génération 40. En seconde analyse, sachant que l'évolution à 
haute température du comportement thermorésistant d'une protéine 
suit une décroissance exponentielle, nous devions émettre l'hypo-
thèse qu'il existe au moins deux exponentielles décroissantes 
additionnées pour rendre compte de l'hétérogénéité du comportement 
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thermorésistant de la SOD-Cu Zn cytoplasmique des cellules g47-g48 
et g5 l-g52. Pour vérifier cette hypothèse, .nous avons utilisé le 
programme BMDP3R (Biomedical Computer Programs P-series 1979, Dpt. 
of Biomathematics, University of California, Los Angeles) (BMDP- 79). 
Ce programme estime les paramètres d'une fonction non liné-
aire par· la méthode des moindres carrés en utilisant l'algorithme 
de Gauss-Newton (Jennrich et Sampson 1968). La fonction optimisée 
à partir des résultats présentés ci-dessus (figure 26) est du type 
-b1t -bzt y(t) = a 1 e + a2 e . 
Lê tableau 8 présente les résultats obtenus par ce programme 
sur les courbes de la figure 26. 
Les SOD mitochondriales et les SOD cytoplasmiques (g29-g30 
et g38-g39) présentent une homogénéité de comportement thermoré-
sistant au cours du vieillissement . Les constantes de vitesse 
de dénaturation (b 1) ne sont pas significativement différentes. 
Par cancre, les SOD cytoplasmiques (g47-g48 et g51-g52) présentent 
une bimodalité de comportement thermorésistant pour laquelle les 
constantes de vitesse de dénaturation b 1 et bz ne sont pas respec-
tivement,significativement différentes. 
Cependant, l'évolution de la constante de vitesse de dé-
naturation (b1) des SOD-Cu Zn cytoplasmiques de la génération 
g29-g30 à la génération g51-g52 s'accroît au moins d'un facteur 
4 entre cellules jeunes et cellules vieilles. 
L'évolution de la constante de vitesse de dénaturation 
(b1) des SOD-Mn mitochondriales varie peu en fonction de l'âge 
chronologique cellulaire. 
Nous concluons donc à l'apparition au niveau de la SOD-Cu Zn 
cytoplasmique, d'une forme enzymatique modifiée plus thermosensible 
qui représ ente environ 43,73 % de la SOD-Cu Zn aux générations g47-
g48, environ 38 % aux générations g51-g52 et environ 47,36 % aux 
générations g52-g53 (cfr. figure 45(b)). 
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De plus, ces résultats suggèrent que la population S0D-Cu Zn 
est constituée de molécules normales et de molécules "altérées" 
d'activité enzymatique -affaiblie. Ces dernières(plus sensibles 
à la température), exigeraient des quantités d'antisérum plus 
importantes par unité d'activité (Rothstein 1981). 
Afin de résoudre ce dernier point, nous avons analysé par 
immunotitration, les S0D-Cu Zn cytoplasmiques de jeunes et vieilles· 
cellules. 
3.5.2 Comeortement_immunologigue_des_S0D_de_fibroblastes_WI-38 
Çette deuxième approche consiste à déterminer pour un 
niveau ~ixé d'activité enzymatique, l'activité enzymatique re-
trouvée dans le précipité. Danot et Gershon (1975), Reiss et 
Rothstein (1975), Glass et Gershon (1981), Reiss et Gershon 
(1976 &, 1976 b) et Gershon et Gershon (1970, 1973, 1973 a) 
ont utilisé avec succès cette méthode pour étudier le compor-
tement antigénique de l'aldolase, l'isocitrate lyase et la S0D 
cytoplâsmique. Nous analyserons nos résultats en fonction de 
ceux obtenus sur la S0D cytoplasmique de foie de rats jeunes et 
vieux par Reiss et Gershon (1976 a; 1976 b). 
a) Prép_aration_d'antisérum_anti-S0D 
Les lapins reçoivent des injections répétées de S0D pure 
humaine (S0D-Cu Zn d'erythrocytes, Sigma) selon la méthode décri-
te par Chase (1967). Après centrifugation, le sérum anti-S0D 
est précipité au sulfate ammonique (50 % de saturation) pH 6,7 
glacé. En effet, il faut noter que le sérum contient une acti-
vité S0D qui est ainsi éliminée. Le précipité au sulfate ammo-
nique est repris dans du tampon phosphate 50 mM pH 7,4 puis 
dialysé 24 heures contre du tampon phosphate 20 mM pH 7,4 
contenant du NaCl 0,15 M (avec deux changements du liquide de 
dialyse). 
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b) Titration_de_la_SOD_eure_ear_l'anti-sérum_anti-SOD 
Les lots de 0,6 U. de S0D pure (sigma) sont incubés une 
nuit à 4°C en présence de quantité croissante d'antisérum puis 
centrifugés 30 minutes à 3000 g, les activités résiduelles sont 
mes~rées dans le surnageant . (figure 27). 
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-107-
Le plateau d'activité SOD pour des quantités inférieures 
à 60 µl d'anti~sérum an~i-SOD, s'explique par l'excès d'antigène 
(SOD) par rapport aux anticorps (anti-SOD) qui forment ensemble, 
un complexe soluble antigène-anticorps. La décroissance d'activité 
soluble n'apparaissant que pour des quantités d'anticorps supérieures 
à 60 µl. 
c) Titration_de_la_SOD-Cu_Zn_citoElasmigue_ieune_et_vieille 
Des surnageants contenant 0,6 U. de SOD-Cu Zn cytoplasmique 
jeune (c~llules WI-38, g29-g30) et vieille (cellules WI-38, g51-
g52) sont mélangées à 0,28 ml de tampon S.E.T. pH 9,0, en présence 
de quantitéscroissantesd'anti-sérum anti-SOD. Dans les tests 
contrôl~s, l'anti-sérum est remplacé par du sérum normal (figure 28). 
On constate un plateau d'activité SOD jusqu'à environ 50 µl 
d'anticorps pour la SOD jeune. Ceci semble répondre au même phéno-
mène décrit à la figure 27 avec cependant une décroissance plus 
lente pour l'activité cytoplasmique au delà des 50 µl d'anti-SOD. 
Par contre, le plateau d'activité SOD-Cu Zn des fibroblastes 
WI-38 g51-g52, se maintient jusqu'à environ 140 µl d'anticorps. 
La décroissance d'activité résiduelle qui se dessine ensuite 
évolue parallèlement à celle de la SOD jeune. 
L'activité résiduelle jeune ou vieille en présence de sérum 
normal indique indirectement, la spécificité qui existe entre anti~ 
gène (SOD cytoplasmique) et anticorps (anti-SOD). 
Nous constatons donc qu'il y a identité immunologique entre 
les deux populations enzymatiques jeunes et vieilles. , Cependant, 
une quantité double d'antisérum (par rapport à la quantité utile 
pour amorcer la décroissance d'activité résiduelle jeune) est 
requise pour voir apparaître la même décroissance de l'activité 
résiduelle vieille. Ceci indique tlonc la présence d'un matériel 
à réaction croisée (CRM) dans la population dismutasique vieille 
(Reiss et Gershon 1976 a; 1976 b). 
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De plus, les quantités d'anti-sérums requise~ pour préci-
piter 50 % de l'activité S0D-Cu Zn initiale sont respectivement 
de l'ordre de 150 et 220 µl . pour la SOD-Cu Zn d'origine cellulaire 
g29-g30 et g51-g52. Le rapport de ces 2 quantités (220/150) est 
comparable ·à celui obtenu par Reiss et Gershon (1976 b) sur la 
SOD-Cu Zn purifiée de foie de rat (170/120). 
Nos résultats suggèrentque,pour une même quantité d'acti-
vité enzymatique S0D-Cu Zn, le nombre de molécules jeunes est 
inférieur au nombre de molécules vieilles dont la population glo-
bale pré~ente une bimodalité de comportement thermolabile. Il 
est possible que '.'l'excès" de molécules vieilles moins actives 
s'exprime par immunotitrGtion, par un retard de précipitation 
de l'activité dismutasique initiale. 
3·.6 Facteurs influençant la présence ou l'absence d'enzyme modifiée 
Le point de départ de ce travail a été l'observation sui-
vante : -après incubation à 4°C pendant 2 heures d'un surnageant 
de cellules WI-38 g29-g30 (contenant u. SOD-Cu Zn) avec un 
surnageant de cellules WI-38 g51-g52 (contenant 2,5 U. SOD-Cu Zn), 
l'analyse de la thermolabilité de la SOD ne présentait qu'un seule 
exponentielle décroissante d'équation : 
pour laquelle a 1 = 30,85 + 1,06 (% I.F.A. + 2 
b l = 0, 019 + 0, 00 2 ( 11 
• carré moyen résiduel 
o 2 écart-types 
0 
s • 
Il 
) 
) points expé-
rimentaux: 6. 
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Cette équatio"n présente une allure identique à celle obtenue 
sur la SOD-Cu Zn cytoplasmique g29-g30. La question se posait 
donc de savoir ce qu'était devenue la sous-population Cu-Zn 
cytoplasmique thermolabile présente au départ chez les vieilles 
cellules et comment cette "disparition" s'étàit réalisée. Dispo-
san·t d' antisérum anti-SOD, nous avons réalisé plusieurs expériences 
croisées entre jeunes et vieilles cellules en utilisant les tech-
niques suivantes : 
3.6. 1 Purification_des_anticorEs_anti-SOD 
Une méthode directe de purification d'anticorps consiste 
à fixer l'antigène sur un support insoluble, l'anticorps spéci-
fique se lie à l'antigène et est seul retenu sur l'innnunoabsorbant. 
Parmi les diverses méthodes d'insolubilisation des antigènes, nous 
avons retenu le couplage à un support d'agarose (sépharose 4B) · 
après activation par le bromure de cyanogène (Cuatrecasas 1969; 
19 70; Retnacle 1973). La réaction de couplage s'effectue en de.ux 
temps (Axén et Ernback 1971). 
a) Activation_du_seEharose_4B_Ear_le_BrCN 
t:: + Br-C:N--..ê'~H_B_r __ , t::C~N t::CONH2 
sepharose 4B 
C>-NH 
carbonate 
(inactif) 
imidocarbonate 
(actif) 
b) couElage_de_la_Erotéine_sur_le_dérivé_imidocarbonate 
NH......_--+----------t:~C = N-protéine 
N.tJ
2
~ to-é~NH-protéine 
OH 
imidocarbonate 
N substitué 
carbonate 
N substitué 
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Le sepharose 4B (pharmacia, Upsala, Sweden) (25 ml, 30 g) 
est lavé par une solution de NaHC03 0,2 M pH 9 et filtré; le gel 
est resuspendu dans une solution de NaHco3 50 mM à pH 11. Du 
BrCN, à raison de 0,81 g/g de sépharose est ajouté au gel sous 
agitation. Le pH est maintenu à 11 pendant 10 minutes par addition 
de NaOH. 6N. L'excès de cyan"..lre est éliminé par filtration sur 
Buckner et lavage par une solution de NaHC03 glacé (10 fois le 
volume du gel). Le gel activé est mis de suite en contact avec 
20 mg de SOD-Cu Zn pure (sigma) et maintenu sous agitation à 4°C, 
lavé par du PBS, puis par une s_olution de lysiné O, 2 M pH9. 
Par cette technique, nous avons obtenu un rendement de 
couplage de 94 % soit 18,6 mg de SOD fixés. 
c) Purification_des_anticorEs_anti-SOD 
L'antisérum anti-SOD est placé sur la colonne (30 ml) 
(sépharose 4B-SOD) qui est alors lavée par du PBS jusqu'à l'ob-
tention - dans le liquide de lavage,d'unedensité optique à 280 nm 
inférieure à 0~02 unité. 
Les anticorps anti-SOD sont alors décrochés de la côlonne 
par un tampon glycine-Hel 0,2 M pH 2,8 et neutralisésà la sortie 
de la colonne par une solution Tris-HCl 0,5 M pH 8,0. L'éluat 
fir.al est ajusté à pH 7,0 par du NaHC03 solide, concentré sur une 
membrane Amicon pM 30, dialysé contre du PBS pendant 2 jours et 
centrifugé à 20.000 rpm pendant 10 minutes dans une centrifugeuse 
Beckman J.A. -21. Nous avons recueilli 128 mg d'anticorps anti-SOD. 
d) CouElage_des_anticorEs_anti-SOD_sur_séEharose_4B 
Les anticorps purifiés sont couplés sur sépharose 4B par 
le BrCN. La méthode utilisée est celle décrite par Givol et al. 
(1970). Cette technique de couplage est semblable à celle utilisée 
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pour la SOD. Cependant, afin d'éviter une fixation excessive des 
IgG sur la colonne (qui les rendrait non fonctionnels), seulement 
0,0125 g de BrCN (au lieu de 0,810g) sont utilisés pour activer 1 g 
de sépharose 4B. Le tableau9 reprend les différentes étapes de 
ce couplage. Le rendement de ce couplage était de 97 % (soit mg 
d'~nti-SOD/ml gel final). La capacité de la colonne (sipharose 4B-
anti-SOD) à fixer la SOD purifi~e est déterminée selon le protocole 
repris au tableau9 1 Le principe est simple, il consiste à incuber 
de la SOD en concentrations croissantes avec un quantité constante 
de gel (sépharose 4B-anti-SOD), à centrifuger le tout et déterminer 
l'activité dismutasique du surnageant. La figure 29 illustre les 
résultats de cette dernière expérience. 
Nous constatons que le gel fixe l'enzyme; cependant, la 
capacité maximale de fixation est faible puisque 1 mg d'anti-SOD 
(1 ml sépharose 4B-anti-SOD) peut fixer 2,5 U~ · de SOD, soit 
1,25 µg d'enzyme pure. Il faut donc constater que malgré l'uti-
lisatio~ de concentration faible en BrCN, celui-ci doit sans doute 
(encore) altérer la fonctionnalité des IgG couplés. 
3,6.2 ImEact_comEaré_de_l'environnement_cytoElasmigue_ieune_et 
vieux sur la forme SOD thermolabile 
Dans un premier temps, nous avons utilisé les colonnes 
(sépharose 4B-anti-SOD) afin d'éliminer la SOD-Cu Zn des surna-
geants jeunes et vieux de fibroblastes WI-38. Ces surnageants 
épuisés en SOD sont alors incubés 2 heures à 4°C en présence d'autres 
surnageants jeunes ou vieux non privés de leur SOD-Cu Zn respective. 
L'analyse par thermorésistance à 70°C - tampon SET pH 9 est réalisée 
sur les solutions finales (tableau 10), 
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j20 ml sépharose 4B (24,78 g) j 
, l lavage 10 x H2o bid. sous Buckner 
+ NaHC03 0,2 M pH 9,0 ! 
+ 12,5 mg BrCN/g sépharose 4B 
maintenue à pH 11 par NaOH 5N (6min) 
+ lavage 0,1 M NaHC03 pH 9 glacé 
~ 
I+ 41,2 mg anti-SODI 
1 mélanger doucement 20 br, 4'C 
lavage par 0,01 M Tris-HCl pH 8,6 
+ 0,14 M. NaCl (sous Bukner) 
~ 
j+ solution lysine O, 2 M pH 9 1 
Tableau 9 
j 10 inin 
filtrer, laver avec PBS, filtrer 
porter le ~el à 40 ml 
(dilution 1/2 du gel dans 
PBS + NaN 3 0,02 %) 
Schéma du couplage des 18G anti-SOD sur sépha-
rose 4B activé par du BrCN (selon Givol et al. 
19 70). 
1 
0 
0 1 
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pour chaque test 
LJ 0,6 ml gel 1/2 (sépharose 4B-anti-SOD) ~ (contenant 0,6 mg d'anti-SOD) 
- laver 3 x avec PBS 
- -.centrifuger 2 min à 2.000 rpm (centrifugeuse de table) 
- + concentrations croissantes en SOD dans chaque test 
- compléter à 1 ml avec PBS 
incuber à 0°C pendant 30 min sous agitation 
- centrifuger 2 min à 2.000 rpm. (centrifugeuse de table) 
- doser l'activité dismutasique du surnageant 
Tableau 91 Protocole expérimental suivi pour déterminer la 
capacité du gel (sépharose 4B-anti-SOD) à fixer d2 
la SOD-Cu Zn purifiée • 
5 
Figure 29 
• 
SOD lncubées(U.). 15 
courbe de fixation de la SOD purifiée (sigma) sur une 
colonne (s épharose 4B-anti-SOD (0,6 mg))~ Les quanti-
tés de SOD fixées sont déterminées par différence entre 
quantités incubées et quantités retrouvées dans le sur-
nageant (cfr. tableau 9?. 
-115-
L'enzyme SOD-Cu Zn d'origine âgée (g51-g52), entourée de 
son cytoplasme, mise en présence de cytoplasme épuisé jeune (g2Q.-
g30), voit sa population moléculaire plus thermolabile, non détec-
table (tableau10-a). L'expérience inverse où la SOD-Cu Zn d'ori~ 
gine jeune (g29-g30), entourée de son cytoplasme,est mise en pré-
sence de cytoplasme épuisé vieux, n'entraîne aucune modification 
thermolabile (tableau10-b). Les expériences contrôles sont il-
lustrées en c et d tableau 10. 
Il apparaît que le milieu cytoplasmique intervient pour 
modifier la SOD. Cette modification apparaît dans un sens par-
ticulier: Seul l'environnement cytoplasmique jeune rend la frac~ 
tian thermolabile vieille non détectable. L '·environnement vieux 
n'altère pas l'homogénéité du comportement thermolabile de l'enzyme 
dans son environnement jeune . · Nous. émettons l'hypothèse que 
1) le milieu éytoplasmique influence le comportement thermo-
labile de la SOD. 
2) c&tte influence serait déclenchée par la perte (ou l'acqui-
sition) au cours du vieillissement d'un "facteur stabilisant" 
(ou "déstabilisant") la SOD-Cu Zn cytoplasmique. 
3) le processus impliqué dans cette modification est réversible. 
Afin de préciser davantage ce phénomène, nous avons choisi 
d'effectuer les mêmes expériences croisées mais cette fois, sur 
l'enzyme purifiée. 
Les "fractions cytoplasmiques" g29-g30 et g51-g52 sont 
épuisées en SOD-Cu Zn après passage sur .sépharose 4B-anti-SOD 
Ensuite, elles sont incubées en présence de SOD-Cu Zn humaine 
purifiée (sigma) pendant 2 heures à 4°C et pH 9,0 (tableau 11). 
Les équations correspondantes aux courbes expérimentales (figures 
30 - 31) sont présentées dans le tableau lf. 
.
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La S0D-Cu Zn (pure) ne présente de modification thermola-
bile qu'une fois incubée dans un environnement cytoplasmique vieux 
(g51-g52) (figure 31 - b). Environ 40,5 % de la population S0D 
totale se retrouve dans un état plus thermosensible sans pour autant 
voi r son activité globale décroître. Ce point n'est pas en contra-
diction avec l'expérience croisée (b) présentée au tableau 10. En 
effet, on peut supposer que l'effet "environnement vieux" n'a pu 
se marquer sur la S0D cytoplasmique jeune; celle~ci étant protégée 
par son environnement propre. Il se confirme donc que le milieu 
interâgitsur la S0D en modifiant au moins sa thermorésistance. 
D'autre part, nous provoquons artificiellement une modification 
dans le comportement thermorésistant de l'enzyme qui semble imiter 
le phénomène observé au cours du vieillissement (tableau 11'). 
40 % de . l'activité totale est plus thermosensible. Enfin, les 
constantes de vitesse de dénaturation ne sont pas significativement 
différentes entre-elles, àrexception du paramètre h 1 (d) repré-
sentant ~a constante de vitesse de dénaturation de la part d'enzyme 
pure rendue plus thermolabile par l'incubation dans un environnement 
, 
cellulaire vieux (tableau 11 - d). 
Ces observations sont en accord avec celles obtenues par 
Kahn et al. ( 1'977 b) sur la modification de la thermolabilité de 
la G6PD purifiée de leukocytes incubée dans un environnement cyto-
plasmique vieux. Ces auteurs concluent que la décroissance de 
résistance à la chaleur pour une enzyme vieille n'est pas due à 
l'altération de la molécule elle-même, mais bien plus, à l'alté-
ration du milieu cellulaire ( Dreyfus et al. 1978). 
Figure 30 
,...., 
Cl: 
....: 
.... 
~ 
........ 
Figure 31 CU 
CU 
= 
-i::::i 
en 
•CU 
... 
•eu 
... 
> 
... 
u 
Cl: 
35.00 
28.00 
21.00 
14.00 
7.00 
0.00 
35.00 
28.00 
21.00 
14.00 
7.00 
0. 00" 
1 
1 
0.00 
l 
b. 
0.00 
Figure 30 - 31 
6.00 
6.00 
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a. sod pure (controle 2hr. 4 degres c.) 
b. sod pure+ surnageant jeune (2hr. 4 degres c. > 
12.00 18.00 24.00 
Temps (min) 
a. sod pure+ surnageant vieux(0hr.4 degres c.) 
b. sod pure+ surnageant vieux(2hr.4 degres c.) 
12.00 18.00 
Temps(min) 
24.00 
30.00 
1 
30.00 
courbes de theraoinactivation, à 70°C et pH 9,0 " de la 
SOD-Cu Zn humaine (sigma) incubée dans un tampon 
SET (figure 30 a); dans un surnageant jeune (g29-
g30) (figure 30 b); dans un surnageant vieux (g51-
g52) au temps zéro (figure 31 a) et après 2 heures. 
L'activité de la SOD est exprimée en% de l'inhibi-
tion de la formation d'adrénochrome (% I.F.A.) en 
fonction du temps d'incubation. Les courbes sont 
optimisées par une seule fonction exponentielle à 
l '·excep:tio-n de la courbe b (figure 31). Dans ce 
cas, l'optimisation est réalisée par une fonction 
somme de deux exponentielles. 
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3.7 Caractéristiques de l'enzyme modifiée 
Dans ce chapitre, nous allons montrer comment il est pos-
sible de décrire par d~fférentes techniques, les caractéristiques 
de l'enzyme modifiée, soit artificiellement, soit "in vivo" au 
cours de la sénescence des fibroblastes WI-38 en culture. 
a). Technig_ue_de_chromatograE_hie_sur_seE_hadex_G_75 
La chromatographie sur gel permet d'estimer le poids mo-
léculaire d'une protéine. Le coefficient de partage (Kav.) de 
celle-ci étant dans une certaine zone directement proportionnel 
au logarithme de son poids moléculaire. Ce coefficient est dé-
terminé par la formule : 
K 
av 
où Ve représente le volume d'élution de la protéine, V0 est le 
volume d'élution d'une substance exclue du gel et Vt; le volume 
total de la colonne. 
Afin d'essayer de caractériser et d'isoler les deux sous-
populations SOD-Cu Zn différentes par leur thermolabilité, nous 
avons utilisé une colonne de séphadex G 75 (0,5 x 79 cm) équili-
brée à 4°C par un tampon SET pH 9, (débit : 4 ml/heure). La 
courbe d'étalonnage est présentée à la figure 32. 
3.7.1 Caractéristigues_de_la_SOD-Cu_Zn_(E_ure)_modifiée_artificiel-
lement 
La SOD-Cu Zn humaine (purifiée) est préalablement incubée 
2 heures à 4°C, en présence de surnageants jeunes (g29-g30) épuisés 
en SOD endogène par passage sur une colonne (sépharose 4B-anti-SOD). 
Après incubation, les solutions sont déposées sur la colonne de 
séphadex G 75 (0,5 x 79 cm) et chromatographiées dans les condi-
tions décrites ci-dessous. 
1 
Kav 
0.5 
0.1 
· O 
-1 22 -
SEPHADEX G.75 
pH9 
4°c 
Log PM 
Figure 32 courbe d'étalonnage d' .une colonne sephadex G 75 (0,5 x 
79 :cm) équilibrée à 4°C par un tampon SET pH 9 et réali-
sée avec un débit de 4 ml/heure. Les molécules d'étalon-
nage sont : 
(1) 
(2) 
(3) 
(4) 
- le bleu dex tran 2000 (V0 22,8 ml; Vt 62,05 ml) 
- la sérum albumine bovine (PM 67.000, Kav = 0,06) 
- l'ovalbumine (PM 45.000, Kav = 0,15) 
- la cytochrome c (PM 12.800, Kav = 0,37) 
- la cytochrome b12 (PM 1.300, Kav = 0,79) 
O SOD-Cu Zn humaine (PM 32.000, Kav = 0,21) 
0 SOD-Cu Zn humaine modifiée (PM 64.000, Kav = 0,08) 
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De plus, chaque pic d'activité dismutasiqueest thermola-
c-
bilisé à 70°C dans un tampon SET pH 9 (figure 33). 
Coi:nme attendu, la distribution de la SOD-Cu Zn est unimo-
dale (figure 33-A) et son poids moléculaire se localise à environ 
32.000 daltons (figure 32-C), (Fridovich 1975; Mc Gord 1979 a, 
1979 b; Hassan et Fridovich 1980). Incubée dans un environnement 
cytoplasmique jeune (g29-g30) épuisé en SOD, la SODCu Zn se dis-
tribue également de manière unimodale avec un poids moléculaire 
de 32.000 (figure 33-B). Par contre, la distribution de la SOD-
Cu Zn incubée dans un environnement cytoplasmique vieux (g51-g52) 
présente une bimodalité (figure 33-C) avec un premier pic d'acti-
vité co~respondant à une protéine de poids moléculaire 64.000 
(figure 32-Q) et un second pic plus important (70 % de l'activité 
totale) correspondant à l'enzyme de départ dont le PM vaut 32.000 
daltons (Kav = 0,21) (figure 33-C). 
Les protéines correspondant à ces pics d'activité ont 
été isolées et les courbes de thermolabilité réalisées sur chacune 
d'ell~(figure33-A' ,B',C'). Les paramètres des équations corres-
pondantes aux courbes expérimentales sont présentées dans le tableau 
12. 
La SOD pure (32.000 daltons) présente une courbe de thermo-
labilité dont la constante de vitesse de dénaturation (b 1) n'est 
pas significativement différente de celle obtenue après incubation 
de l'enzyme dans la "fraction cytoplasmique" g29-g30. P.vant 
passage sur séphadex G 75, l'incubation d'une "fraction cytoplas-
mique" g5l-g52 avec la SOD pure provoque l'apparition d'une 
sous-population plus thermolabile (b 1 = 0,69 ± 0,20) qui repré-
sente environ 35 % de la population SOD-Cu Zn totale (figure 34-a). 
La constante de vitesse de dénaturation des 65 % restant (b 2 = 
0,023 ~· 0,005) n'est pas significativement différente du paramètre 
b 1 de la thermolabilité contrôle. 
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Figure 33 courbes d'élution et de thermolabilité (70°C - tampon 
SET pH 9) de l'activité S0D-Cu Zn après passage sur 
sephadex G 75 ( 4°C - tampon SET pH 9 - débit 4 ml/H.). 
- A contrôle SOD-Cu Zn (PM 32.000) 
- A' thermoinactivation de la SOD-Cu Zn (PM 32.000) 
- B SOD-Cu Zn (PM 32.000) + "fraction cytoplasmique" 
g29- g30 épuisée en SOD endogène 
- B' thermoinactivation de l'incubation B 
- C SOD-Cu Zn (PM 32 .000) + "fraction cytoplasmique" 
g51-g52 épuisée en SOD endogène 
- C' thermoinactivation des deux pics d'activités 
dismutasiques résultats de l'incubation C. 
a) thermolabilité sur le pic 32.000 daltons 
bJthermolabilité sur le pic 64.000 daltons 
* % d'inhibition de la formation d' adrénochrome. 
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Après chromdtographie sur sephadex G 75, nous isolons d'une 
manière plus ou moins ~omplète deux sous-populations SOD-Cu Zn, 
l'une de poids moléculaire 64.000, l'autre de poids moléculaire 
32.000. Les thermoinactivations effectuées sur ces deux popula-
tions présentent des constantes de vitesse de dénaturation signi-
ficativement différentes - la première (PM 64.000) présente une 
constante b1 égale à 0,16 ± 0,03, la deux ième (PM 32.000) une 
constante b 1 égale à 0,03 ± 0,002. Cette dernière est conforme 
à la constante b1 du contrôle (0,029 ± 0,0008). 
1a constante b 1 du pic d'activité dismutasique (64.000 
daltons) est plus faibe qu'attendu. Ceci n'est sans doute pas 
étranger à l'élution de cette fraction qui est trop proche du 
pic d'~lution de l'activité dismutasique (32.000 daltons) et donc 
contamine la première sans pour autant être détectable dans l'ajus-
tement de la fonction (somme de deux exponentielle.s). Les para-
mètres a 1,b1 et b2 estimés à partir de l'addition du pic d'acti-
vité (64.000 daltons) au pic d'activité (32.000 daltons) (figure 
34-b) dans un rapport respectif 35 % + 65 % ne sont pas signifi-
cativement différents des mêmes paramètres estimés sur l'incuba-
tion de S0D-Cu Zn dans une "fraction cytoplasmique" g51-g52 avant 
passage sur sephadex G 75 (figure 34-a). Seulsles paramètres 
a 2 (± 2 s. ) sont à la limite du seuil d'une différence signi-
ficative; les rapports estimés des deux sous-populations étant 
respectivement de 39,17 et 60,83 %. Enfin, aucune comparaison 
ne peut être réalisée entre les paramètres présentés au tableau 
11 1 et ceux présentés au tableau 12, les conditions expérimentales 
conduisant aux thermolabilisations finales é tant différentes. 
Cependant, nous pouvons donc conclure que l'apparition 
artificielle d'une sous-population S0D-Cu Zn plus thermolabile 
n'est pas un artéfact; elle est liée à un environnement cytoplas-
mique particulier et présente une modification conformationnelle 
de la forme S0D-Cu Zn native dimérique (32.000 daltons) vers une 
forme S0D-Cu Zn modifiée "tétramérique" (64.000 daltons). 
50.00 
40:00 
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"'": 
~ 
- 30.00 CU 
-CU 
:::1 
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CU 20.00 ... 
CU 
-> 
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0. 00 0.00 
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6.00 12. 00 18.00 24 .00 
Temps (min> 
30.00 
Courbes de thermoinactivations (70°C, tampon SET pH 9) 
de SOD-Cu Zn incubée en présence d'une "fraction 
cytoplasmique" de fibroblastes WI-38 g51-g52 (2hr. 4°C -
pH 9). Avant chromatographie sur sephadex G 75 (courbe 
a). La courbe b illustre le comportement thermorésis-
tant du mélange de deux sous-populations dismutasiques. 
Après chromatographie sur sephadex G 75 le mélange 
est effectué dans le rapport 35J + 65 % (enzyme plus 
thermolabile+ enzyme normale). Le s activités rési-
duelles sont exprimées en% d'inhibition de la forma-
tion d'adrénochrome (% I.F.A.) en fonction du temps 
d'incubation , (min). 
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b) Electroehorèse_sur_gel_d'agarose 
Des conclusions tirées ci-dessus, nous devons émettre l'hypo-
- '1 
thèse qu'il existe, dans le cas de la SOD-Cu Zn pure incubée avec 
du surnageant vieux (g51-g52), un mécanisme actif à 4°C qui provo-
que un phénomène de "polymérisation" de la forme native dimérique 
(PM 32.000) en une forme plus thermolabile "tétramérique" (PM 64.000). 
A cette étape de notre travail, nous avons voulu caractériser da~ 
vantage cette forme "tétramérique" de la SOD-Cu Zn en utilisant 
les techniques d'électrophorèse sur gel d'agarose à pH fixé. 
Ainsi, on observera des migrations qui seront essentiellement fonc-
tion de la charge de la molécule en fonction du pH choisi. 
Nous avons réalisé · les électrophorèses sl1r Indubiose A37 . 
(Agarose - IBF 1,5 %) . · Les unes à pH 7,0 dans un tampon 50 mM 
Na-phosphate (figure 35), les autres à pH 8,6 dans un tampon véro-
nal 50 mM. (figure 36). La révélation enzymatique est celle dé-
crite par Beauchamp et Fridovich (1971) (cfr alinéa 3.4.5). 
Les formes enzymatiques à thermolabilité · normale migrent 
vers l'anode(+) tandis que la forme plus thermolabile migre plus 
lentement. Il semblerait donc que nous soyons en présence de mo-
lécules modifiées par le surnageant vieux (g52-g53) qui auraient à 
la fois, une thermolabilité accentuée, un poids moléculaire double 
de l'enzyme native et enfin présentant une migration électrophoré-
tique ralentie. 
Ce dernier point est important dans la mesure où l'on 
voit que les différences de charge· entre la population SOD-CuZn 
normale et la SOD-Cu Zn modifiée (visualisée par l'incrément de 
migration) restent les mêmes à pH 7 ou pH 8,6. Nous pouvons dès 
lors supposer que les points isoélectriques de ces deux formes 
enzymatiques sont identiques ou très proches l'une de l'autre. 
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Cette hypothèse à été testée par la te~hnique de l'électrofo-
calisation entre pH 3 ef pH 10 (cfr. alinéa 3.4.5 pour la des-
cription de la technique), et appliquée sur la S0D-Cu Zn puri-
fiée(figure 37 a); sur la S0D-Cu Zn incubée 2 h à 4°C dans une 
"f1;action cytoplasmique" g51-g52 (figure 37-b); sur la SOD-Cu Zn 
tétramérique isolée après passage sur sephadex G 75 (figure 37-c). 
Cette expérience montre que nous ne pouvons mettre en 
évidence de différence significative entre le point isoélectrique 
de la SOD-Cu Zn native (a) et le point isoélectrique de la SOD-Cu Zn 
modifiée_ (c); leur point isoélectrique reste en effet localisé 
entre pH 5 et pH 5,5. Ceci suggère donc également que les migra-
tions différentes sur agarose 1,5 % de la S0D-Cu Zn modifiée 
(tétra~érique) et normale (dimérique) s'expliqueraient par des 
tailles de molécules très différentes. En effet, l'agarose 1, 5 % peut 
freiner des molécules dont le poids moléculaire est proche de 70.000. 
:_Globalement, nous constatons que la "fraction cytoplasmique" 
vieille (g51-g52) de fibroblastes WI-38 provoque des modifications 
pour environ 30 à 40 % de l'enzyme SOD-Cu Zn normale après 2 h 
d'incubation à 4°C et pH 9. Ces modifications sont au moins au 
nombre de trois : (1) thermolabilisation accrùe (70°C - pH 9), 
(2) "tétramérisation" de la forme native 
(sephadex G 75), 
(3) mobilité électrophorétique ralentie de la 
forme modifiée (électrophorèse sur Agarose 
A37 pH 7 et pH 8,6). 
Ces modifications ne s'accompanent pas d'un changement du 
point isoélectrique de la forme SOD-Cu Zn modifiée en électrofo-
calisation entre pH 3 - pH 10. 
Par les mêmes techniques, nous allons maintenant examiner les 
modifications enzymatiques qui apparaissent "in vivo" sur la S0D-Cu Zn 
cytoplasmique de jeunes(g29-g30) et vieux (g5 l-g52) fibroblastes WI-38 
en culture. 
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pH 10 
dépôt 
pH 5,5 
pH 5,0 
pH 3 
électrQJÏocalisation entre pH 3 - pH 10 réalisée sur 
gel de polyacrylamide. 
(1 heure sous 200V-14rnA puis 2 heures sous 550V-8,6mA) 
Les échantillons sont placés au milieu du gel ( ~ dépot) 
sur papier Whatman. La révélation enzymatique est celle 
décrite par Beauchamp et Fridovich (1971). 
- A)0,5 U. de SOD-Cu Zn cytoplasmique (sigma) 
BJ0,5 U. de SOD-Cu Zn incubée 2 h à 4°C dans une 
"fraction cytoplasmique" g51-g52. 
- c)0,5 U. de SOD-Cu Zn "tétramérique" isolée par pas-
sage sur sephadex G 75. 
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3.7.2 Caractéristigues_de_la_SOD-Cu_Zn_cytoElasmigue_de_fibro-
blastes_WI-38_(g29-g30_et_g51-g52)_en_culture 
L'approche expérimentale que nous allons suivre consiste 
à caractériser les modifications que peuvent présenter les SOD-Cu Zn 
cytoplasmiques de jeunes (g29-g30) fibroblastes WI-38 en culture. 
Les techniques utilisées sont essentiellement identiques à celles 
adoptées précédemment. Ainsi, après centrifugation des homogénats 
de fibroblastes WI-38, les "fractions cytoplasmiques" (8mg protéines 
totales) sont placées sur une colonne de sephadex G 75 (0,5 x 79 cm) 
et éluées à 4°C par un tampon SET pH 9. Les profils d'élution sont 
analysés en fonction de leur contenu en activité dismutasique. 
(figure 38 et figure 39). 
L'élution réalisée sur le cytoplasme g29-g30 présente deux 
pics d'activité dismutasique localisés à environ 64.000 et 32.000 
daltons (pics a et b, figure 38). Le premier représente 10 % de 
l'activité dismutasique totale. Dans le cas de l'élution du 
cytoplasme g51-g52 (figure 39) le profil d'activité dismutasique 
est différent du profil d'activité dismutasique g29-g30 (figure 
38). Deux pics sont présents, l'un situé à environ 64.000 daltons 
l'autre situé à 32.000 daltons. Le premier pic d'activité repré-
sente 58,5% de l'activité dismutasique totale. Pour chaque cyto-
plasme jeune et vieux, nous nous trouvons en présence de pics 
qui, s'ils varient fortement dans leur importance relative, sont 
cependant localisés à 64.000 et 32.000 daltons. Rapidement, nous 
avons identifié le pic de poids moléculaire 32.000 carres-
panda nt à l'élution de la SOD-Cu Zn dimérique pure (cfr. figure 
33 a). Pour les pics de poids moléculaire 64.000, nous devions 
émettre plusieurs hypothèses.(a) La première suggère que le pic 
64.000 du cytoplasme jeune est, soit une contamination mitochon-
driale (tétramérique), soit l'apparition précoce d'une forme SOD-Cu 
Zn cytoplasmique modifiée (figure 38). 
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(b) La deuxième suggère que ce même pic de poidsmoléculaire 64.000 
observé dans les cytoplasmes vieux est, soit une contamination 
mitochondriale (peu probable), s.oit l'identification d'une forme 
SOD-Cu Zn modifiée (tétraméri<1ue), soit enfin, l'expression d'une 
contamination mitochondriale additionnée à une population SOD-Cu Zn 
cytoplasmique modifiée (figure 39). 
L'expérience la plus efficace pour répondre à ces hypothèses, 
consiste à utiliser la différence de points isoélectriques qui 
existe entre la SOD mitochondriale (pl 8-9) et la SOD cytoplasmique 
(p I 5-6).. Ainsi, l' élution terminée, nous avons réalisé des électro -
focalisations entre pH 3 et pH 10 sur chacun des pics d'activité 
dismutasique d'origine cytoplasmique jeune (g29-g30) (figure 40) 
et cytoplasmique âgée (g51-g52) (figure 41). 
Dans le cas du cytoplasme jeune (g29-g30), nous constatons 
qu'il y a contamination de l'enzyme mitochondriale (figure 40 a). 
Cela est confirmé par l'électrofocalisation du pic d'activité dis-
mutasique élué à 25 ml (tétramères) qui présente exclusivement les 
isoenzymes SOD-Mn mitochondrialas(figure 40 b). Enfin, l'électro-
focalisation du pic dimère élué à 31 ml donne uniquement une bande 
d'activité dismutasique localisée au point isoélectrique de la 
SOD-Cu Zn cytoplasmique (figure 40 c). 
Dans le cas du cytoplasme vieux (g5l~g52), nous constatons 
également une contamination importante de la SOD mitochondriale 
(SOD-Mn) (figur 41 a). Cette contamination se trouve en présence 
de SOD-Cu Zn cytoplasmique modifiée dans le pic élué à 23 ml 
(tétramère) (figure 41 b). L'électrofocalisation du pic élué à 
30 ml (dimère) donne exclusivement une bande d'activité SOD-Cu Zn 
cytoplasmique (figure 41 c). 
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Globalement, nous constatons que l'enzyme SOD-Cu Zn jeune 
garde sa conformation dimérique. Par contre, il apparaît une 
forme SOD-Cu Zn "tétramérique" dans le cytoplasme des fibroblastes 
WI-38 g51-g52. Cependant, cette forme enzymatique modifiée n'est 
pas quantifiable par l'électrofocalisation. Ce qui est par contre 
évident, c'est qu'élle garde un point isoélectrique identique à 
la forme SOD-Cu Zn cytoplasmique non modifiée. 
De plus, si l'on se réfère à la figure 2~ on remarquera que 
l'électrofocalisation entre pH 4 et pH 6 d'une "fraction cytoplas-
mique" d: cellules WI-38 g29-g30 ou g51-g52 présente au moins 3 
isoenzymes dont, ni les points isoélectriques, ni la distribution 
quantitative,ne changent au cours de la sénescence de la culture 
cellulaire. 
Ces résultats acquis, nous avons réalisé des courbes de 
thermoinactivation à 70°C et pH 9 sur chacun des pics d'activités 
dismutasiques élué à partir d'une fraction cytoplasmique jeune 
g29-g30 (figure 42), et vieille g51-g52 (figure 43). Les paramètres 
des fonctions ajustées pour ces courbes sont présentés dans le 
tableau 13. 
a) Par comparaison entre les valeurs des paramètres pré-
sentés au tableau 8 et ceux présentés au tableau 13, nous montrons 
l.que la constante de vitesse de dénaturation (b 1) du contaminant 
mitochondrial n'est pas différente du paramètre b 1 de l'activité 
SOD mitochondriale d'origine jeune (g29-g30). 
2.que le paramètre b 1 de la SOD-Cu Zn isolée du cytoplasme jeune est 
à la limite du seuil de diff érence significative par rapport à la 
constante de vitesse de dénaturation de la même enzyme non isolée. 
-136-
b) Nous constatons au tableau 13 que la SOD-Cu Zn dimérique 
d'origine cytoplasmique âgée (g51-g52) présente une constante de 
vitesse de dénaturation semblable à la SOD-Cu Zn dimérique jeune 
(g29-g30), 
c) Enfin, nous ne pouvons montrer que la constante de vitesse 
de dénaturation de la SOD-Cu Zn "tétramérique" (+ contaminant mi-
tochondrial) (tableau 13) est significativement différente du 
paramètre b 1 de l'activité dismutasique cytoplasmique de fibro-
blastes âgés (g51-g52) (tableau 8). La valeur estimée - relati-
vement faible - de la constante de vitesse de dénaturation du pic 
d'activité SOD-Cu Zn "tétramérique" (+ contaminant mitochondrial) 
-
n'est sans doute pas étrangère à la contamination mitochondriale 
observée ici. 
De tout ceci, nous pouvons conclure que les cytoplasmes 
Jeunes de fibroblastes WI-38 (g29-g30) possèdent une seule popu-
lation SOD-Cu Zn qui est dimérique, de poids moléculaire 32.000, 
de therrnolabilité homogène et dont les points isoélectriques sont 
compris entre 5 et 6. Par contre, les cytoplasmes vieux de fibro-
blastes WI-38 (g51-g52) possèdent au moins deux populations SOD-Cu Zn 
qui sont: l'une tétramérique, de poids moléculaire 64.000, de 
thermolabilité accrue et dont les points isoélectriques sont 
identiques à l'enzyme jeune; l'autre (environ 60 à 70 % de l'ac-
tivité dismutasique totale), est comparable à l'enzyme SOD-Cu Zn 
cytoplasmique jeune. 
De plus, l'exigence d'une quantité d'antisérum plus im-
portante pour précipiter une activité dismutasique de cytoplasmes 
âgés serait liée au phénomène d'agrégation en conformation tétra-
mérique des molécules âgées. Ceci rendrait compte d'une diminution 
d'activité dismutasique par unité d'antigène (figure 28). 
Dans le chapitre suivant, nous abordons l'étude de différents 
facteurs affectant le comportement de la SOD-Cu Zn modifiée · . 
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pH 10 
pH 9 
pH 8 
dépôt 
pH 6 
pH 5 
pH 3 
Figure 40 (gauche) et figure 41 (droite) 
Electrofocalisations sur gel d'acrylamide entre pH 3 et pH 10 (1 h 
sous 200V-14mA puis 2 h sous 550V-8,6mA). Les échantillons sont 
placés au milieu du gel(t-dépÔt• )sur papier Whatman. La révélation 
enzymatique est celle décrite par Beauchamp et Fridovich (1971). 
figure 40 : a) 0,5 U. d'activité dismutasique du cytoplasme . g29-g30. 
figure 41 
b) 0,125 U. d'activité dismutasique du pic élué à 25 ml 
(contaminant mitochondrial) (figure 38). 
c) 0,5 U. d'activité dismutasique du pic élué à 31 ml 
(SOD-Cu Zn dimérique cytoplasmique) (figure 38). 
a) 0,5 U. d'activité dismutasique du cytoplasme g5 1-g52. 
b) 0,5 U. d'activité dismutasique du pic élué 
à 23 ml (contaminant mitochondrial+ SOD-Cu Zn 
cytoplasmique modifiée) (figure 39). 
c) 0,5 U. d'activité dismutasique du pic élué à 30 ml 
(SOD-Cu Zn dimérique) (figure 39). 
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Tempslmin) 
Figure 42 
Courbes de thermoinactivation effectuées à 70°C dans un tampon SET 
pH 9,0 à partir du profil d'élution sur sephadex G 75 d'une frac-
. tion cytoplasmique de fibroblastes WI-38 g29-g30 (figure 38) , 
a) courbe de thermoinactivation réalisée sur le pic 
d'activité SOD-Cu Zn dimérique (élution à 31 ml). 
b) courbe de thermoinactivation réalisée sur le pic 
d'activité SOD-Mn mitochondriale contaminante et 
tétramérique (é lution à 25 ml). 
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1 
1 1 1 1 1 1 0.00 6.00 12.00 18.00 24.00 30.00 
Temps(min) 
Figure 43 - : 
Courbes de thermoinactivation effectuées à 70°C dans un tampon 
SET pH 9 à partir du profil d'élution sur sephadex G 75 d'une 
fraction cytoplasmique de fibroblastes WI-38 g51-g52 (figure 39). 
a) courbe de thermoinactivation réalisée sur le pic 
d'activité S0D-Cu Zn modifiée et le contaminant 
mitochondrial tétramérique (élution à 23 ml). 
b) courbe de thermoinactivation réalisée sur le pic 
d'activité SOD-Cu Zn dimérique (élution à 30 ml). 
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3.8 Etude de différents facteurs affectant la SOD-Cu Zn modifiée 
Cette étude se compose de deux volets. L'un traitera de 
facteurs influençant la SOD-Cu Zn modifiée artificiellement, 
l'autre de facteurs influençant la SOD-Cu Zn modifiée "in vivo" 
pendant la sénescence cellulaire. 
3.8.1 Facteurs affectant la SOD-Cu Zn modifiée artificiellement 
Pour aborder ce chapitre, nous devons rendre compte d'une 
observation particulièrement intéressante liée à la SOD-Cu Zn 
cytoplasmique et érythrocytairepurifiée. 
Congelés à -70°C pendant une période allant de quelques 
Jours à 1 mois, ces SOD-Cu Zn présentaient un phénomène de poly-
mérisation de la forme dimérique native vers la forme tétramérique 
sans perte d'activité enzymatique. Ce phénomène déjà observé par 
Weisiger et Fridovich (1973 a) sur la SOD-Cu Zn cytoplasmique de 
poulet fut expliqué par l'existence de groupes sulf~ydrilesqui 
pourraient réagir comme réducteurs endogènes et former des ponts 
disulfures intermoléculaires. La chromatographie sur sephadex G 75 
de l'enzyme polymérisée redonnait un profil d'élution unimodal 
comparable à celui de l'enzyme fraîche si le tampon d'élution 
contenait du mercaptoéthanol 1 %. De même, le traitement de 
l'enzyme polymérisée par de la L-cystéine 0,1 % redonnait une 
forme enzymatique identique à la forme native. Ces auteurs con-
cluaient donc à la formation de ponts disulfures intermoléculaires 
réversibles et non critiques pour l'activité enzymatique. 
Cet artéfact ne peut intervenir dans notre étude car 
1) nos expériences sont réalisées sans congélation prélable 
2) la fraction tétramérique SOD-Cu Zn cytoplasmique n'apparaît 
sélectivement que dans les cytoplasmes vieux ou lors d'incubation 
de l'enzyme native purifiée dans ces mêmes cytoplasmes vieux . 
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Cependant, les conclusions de Weisiger et Fridovich nous 
ont suggéré l'hypothèse qu'au cours du vieillissement cellulaire, 
le cytoplasme vieux devient progressivement moins réducteur et 
entraîne l'oxydation de groupements SH de la SOD-Cu Zn qui poly-
mériserait l'enzyme dimérique en tri-et tétramérique avec ou 
sans perte concomitante d'activité (Gershon 1979; Halliwell 1978; 
Truscott et Augusteyn 1977). 
Nous avons donc réalisé l'expérience suivante : après in-
cubation dans une fraction cytoplasmique de fibroblastes WI~38 
g51-g52,. la SOD-Cu Zn pure est chromatographiée sur colonne sepha-
dex G75 .(4°C - tampon SET pH 9). La population SOD-Cu Zn tétra-
mérique est alors incubée avec du mercaptoéthanol 1 % et élué 
de suite sur colonne sephadex G 75 (4°C - tampon SET pH 9 + 1 % 
HErcaptoéthanol)(figure 44). 
Nous constatons que l'élution de la forme "tétramérique" 
(figure 44•-•) est retardée et localisée au niveau du passage de 
la forme dimérique lorsqu'elle est chromatographiée en présence 
de mercaptoéthanol 1 % (figure 440-0). Cependant, la même forme 
"tétramérique" isolée et placée sur sephadex G 75 sans mercapto-
éthanol donne également un profil d'élution retardé et localisé 
en partie au niveau de la sortie de la forme dimérique (non montré). 
Ces observations laissent donc supposer l'existence d'un 
équilibre entre la forme dimérique et la forme tétramérique. 
Cependant, l'application de traitements sur la SOD-Cu Zn tétra-
mérique par la L-cystéine ou le glutathion ne semble pas modifier 
cet état d'équilibre). Enfin, si l'expérience réalisée ci~dessus 
en présence de mercaptoéthanol 1 % plaide en faveur de l'existence 
de ponts disulfures intermoléculaires, nous n'avons pas pu confir-
mer cette hypothèse par titration des groupements SH libres de 
l'enzyme dimérique et tétramérique. 
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Indépendamment de cette dernière remarque, il semble donc 
que la forme "tétramérique" induite par le cytoplasme vieux soit 
en équilibre avec la forme dimérique originelle. 
3.8.2 Facteurs_influen5ant_la_SOD-Cu_Zn_modifiée"in_vivo~ 
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Figure 44 
10 20 30 40 50 
VOLUME ELUE(ml) 
Chromatographie sur sephadex G 75 (4°C - tampon SET 
pH 9) d'une solution de SOD-Cu Zn pure incubée en 
présence de cytoplasme vieux g5 l-g52 (•-• ) • 
La forme "tétramérique" isolée et replacée sur colonne 
sephadex G 75 (4°C - tampon SET pH 9 + mercaptoéthanol 
1 %) donne un profil d'élution identique à celui de la 
forme SOD-Cu Zn originelle (0-Q. 
Afin de mieux comprendre ce qui pouvait modifier physio-
logiquement le superoxyde dismutase cytoplasmique au cours de la 
sénescence cellulaire, nous nous sommes référé à l'ensemble du 
mécanisme de défense de la cellule contre l'oxygène (figure 11). 
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La description globale de ce mécanisme laisse entrevoir l'impor-
tance du couple redox NADP+ - NADPH. En effet, A. Houben (1981) 
suggère que l'altération et l'inactivation de la glucose-6-phos-
phate-déshydrogénase peut entraîner une déficience en NADPH. Celle-
c ~ se marquera par une accumulation de glutathion oxydé non recyclé · 
et la perte progressive du potentiel réducteur de la cellule (par 
manque de glutathion réduit); elle entraînera l'impossibilité de 
reconversion de l'acide déhydroascorbique en acide ascorbique et 
la non fonctionalité de la glutathione peroxydase (qui transforme 
l'H2o2 et les hydroperoxydes); enfin elle empêchera la reconversion 
du radiéal a-tocophéryl en a-tocophérol. 
De plus, il semble que le NADPH et le NADP+, protégent "in 
vitro" la glucose-6-phosphate déshydrogénase de l'altération liée 
à la sénescence et peuvent"réversibilisern"in vivo" la forme al-
térée existant dans le cytoplasme de fibroblastes WI-38 âgés 
(Houben 1981). Nous nous sommes dès lors posé la question de 
savoir si ce mécanisme protecteur avait également un impact sur 
la SOD-Cu Zn modifiée de fibroblastes WI-38 âgés; et si oui, 
quelle était l'évolution du taux de NADPH et NADP+ dans les cel-
lules au cours de la sénescence. Enfin, nous avons réalisé une 
première analyse de l'impact de la vincamine sur le comportement 
des cellules en culture et spécifiquement sur le comportement 
de la SOD-Cu Zn cytoplasmique. 
a) Effet_du NADPH_sur_la_SOD-Cu_Zn_cytoElasmigue_modifiée 
L'incubation 2 h à 4°C pH 7,4 et au pH 9 d'une fraction 
cytoplasmique de fibroblastes vieux WI-38 (g52-g53) en présence 
de NADPH 1 ou 5 mM ne permet plus de visualiser une hétérogénéité 
de la constante de vitesse de dénaturation de la SOD-Cu Zn cytoplas-
mique (figure 45). Le NADPH reste inerte au dosage de l'activité 
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dismutasique. De plus, nous n'avons pas pu montrer une influence 
du NADP+ dans l'expérience décrite ci-dessus. Dans le tableau 14, 
- - 1 , -b 1t -b2t sont presentes es parametres de la fonction y (t) = a 1 e + a2 e 
estimés à partir des courbes de la fi gure 45. 
Nous constatons que la thermolabilité de la population SOD-
Cu Zn "tétramérique" qui représente 47,36 % de l'activité totale, 
présente une constante de vitesse de dénaturation (1,12 ± 0,22) 
(tableau 14) supérieure à celle estimée pour la même enzyme à la 
génération g51-g52 (tableau 8-d). Ceci s'expliquerait dans la 
mesure où les cellules testées ét é!, :i.ent au stade ultime de leur 
vie en culture. Cependant, le profil de la courbe de thermola-
bilité obtenue sur la même enzyme incubée en présence de NADPH 
lmM (2h, 4°C, pH 9) donne une seule constante de vitesse de dé-
naturation dont l'estimation mathématique est comparable à celle 
de la SOD-Cu Zn cytoplasmique jeune (g29-g30) (cfr tableau 8-a). 
Sachant que le NADPH n'interfère pas dans le dosage de la SOD, 
nous devons donc émettre l'hypothèse du rôle protecteur du NADPH 
Il Il 
sur la SOD-Cu Zn cytoplasmique et sa capacité de réversibiliser 
le processus de "polymérisation" de cette enzyme qui apparaît au 
cours de la sénescence cellulaire. Le corollaire de cette hypo-
thèse sera donc qu'au cours du vieillissement, le 1~ootde NADPH 
décroît. Pour étayer cette hypothèse et son corollaire~nous avons 
d'abord analysé les quantités de NADPH présentes dans les cel-
lules jeunes (g28-g29), d'âge moyen (g42-g43) et vieilles (g51-
g52), ensuite, nous avons analysé en électrophorèse sur support 
Indubion A37 , le comportement de la SOD pure incubée avec du 
NADP+ ou du NADPH (figure 46) et finalement, le comportement 
électrophorétique de la SOD-Cu Zn modifiée artificiellement 
et "in vivo" pendant la sénescence de la culture, en absence et 
en présence de NADPH (figure 47). 
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Temps (min) 
Courbes de thermoinactivation à pH 9 et 70°C, d'une 
fraction cytoplasmique de fibroblastes WI-38 g52-g53 
préalablement incubée en présence (courbe a) ou en 
absence (courbe b) de NADPH 1 mM (2 h 4°C, pH 9). 
L'incubation à pH 7,4 donne le même résultat (non montré). 
b) tnalyse_du_contenu_en_NADfH_des_fibroblastes_WI-38_en_culture 
Le principe du dosage consiste en l'oxydation du NADfH cel-
lulaire par une NADPH: FMN oxydoréductase avec réduction simul-
tanée d'une flavine mononucléotide (FMN) en flavine mononucléotide 
réduite (FMNH2). Cette dernière molécule en présence de luciférase 
bactérienne, d 1 02 et d'une solution d'aldéhydes à longues chaînes, 
produit l'émission de photons dont la lecture est réalisée à 495 nm . 
Le kit d'analyse utilisé est celui proposé par la firme Lumac 
(Lumase P kit for measurement of NADPH cat n° 4781). 
Les premiers résultats que nous avons obtenus sur cellules 
Jeunes et âgées, ne permettent pas de conclure que le NADPH intra-
cellulaire (environ 2,25 10-lOmoles/mg protéines) décroît ou aug-
mente au cours de la sénescence des fibroblastes. 
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Dans un premier temps, des lots de 100 µl (10 U. SOD) de 
SOD-Cu Zn purifiée, ont- été soit incubés en présence de NADPH 
5 mM ou 1 mM; soit incubés en présence de NADP+ 5 mM ou _mM. 
De plus, les incubations sont réalisées à pH 7,4; les unes pen-
dant 2 h à 4°C, les autres 2 h à 37°C (figure 46). 
Nous constatons que la SOD-Cu Zn purifiée ne voit pas sa 
charge modifiée par des incubations de 2 h à 37 ou 0°C, en pré-
sence de NADP+. Dans le cas de la même forme SOD-Cu Zn dimérique 
purifiée, incubée en présence de NADPH lmM ou 5mM, la température 
est indi~férente mais cette fois, il apparait une fraction d'acti-
vité dismutasique plus anodique par rapport à la forme enzymatique 
originelle (figure 46) . Nous n'avons pas actuellement d'explica-
tion de· ce phénomène; cependant, il ne semble pas s'agir d'un 
artéfact lié à une activité "pseudo dismutasique" du NADPH. 
Ces résultats nous ont suggéré alors d'effectuer les mêmes 
expériences sur les formes enzymatiques modifiées artificiellement 
(SOD pure+ fraction cytoplasmique g52-g53) et sur les formes 
enzymatiques présentes naturellement pendant la sénescence des 
fibroblastes WI-38 en culture (figure 47). 
Nous constatons que la forme SOD-Cu Zn modifiée artifi-
ciellement ou naturellement dans le cytoplasme de fibroblastes 
âgés (figure 47,(2-9) et (5-11)) présente deux bandes d'acti-
vités dismutasiques la plus lente étant la forme SOD-Cu Zn 
"tétramérique" plus thermolabile, l'autre étant la forme SOD-
Cu Zn dimérique à thermolabilité normale. Ce dernier point est 
confirmé par les contrôles SOD-Cu Zn dimériques placés à la figure 
47 en position (3) et (7) . 
La SOD-Cu Zn originaire du cytoplasme g52-g53 (figure 47,(5)) 
voit sa bande d'activité plus thermolabile disparaître en présence 
de NADPH 5mM (figure 47,(6)) avec l'apparition d'une bande d'acti-
vité plus anodique. 
Figure 46 
Al 
A2 
A3 
A4 
Cl 
C2 
bl 
b2 
b3 
b4 
d 
1 u. 
1 u. 
-150-
Electrophorèse sur support Indubiose A37 (Agarose-IBF, 
1,5 %) réalisée dans un tampon d'électrodes 100 mM 
Na-phosphate pH 7,4. L'electrophorèse est conduite 
15 min sous 50V-52mA puis 90 min sous 150V-125mA. 
La révélation enzymatique est celle décrite par Beauchamp 
et Fridovich (1971) 
SOD-Cu Zn+ NADP 5mM (2 h 37°c) 
" " 
(2 h 4°c) 
SOD-Cu Zn + NADP lmM (2 h . 37°c) 
" " 
(2 h 4°c) 
0, 25U. SOD-Cu Zn (2 h. 4 °C) 
1 u. S0D-Cu Zn (2 h. 37°c) 
m. S0D-Cu Zn + NADl?·H lmM(2 h . 4°c) 
" " 
(2 h 37°c) 
1 u. S0D-Cu Zn + NADBH 5mM(2 h . 4°c) 
" " 
(2 h 37°c) 
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Par contre, l'influence du NADPH 5mM sur la migration des 
bandes d'activité S0D-Cu Zn pure incubées en présence d'une frac-
tion cytoplasmique g52-g53 · est plus difficilement interprétable 
dans la mesure où la ba~de d'activité dismutasique plus cathodique 
semble seulement s'estomper légèrement (figur~ 47,(4,8,10)) par 
rapport à la même expérience réalisée sur la SOD Cu Zn d'origine 
cytoplasmique âgée (figure 47, (6)). 
De tout ceci, nous suggérons l'hypothèse suivante 
Au cours du vieillissement cellulaire, l'apparition d'une 
forme SOD-Cu Zn plus thermolabile, de migration é lectrophoré~ique 
lente, de poids moléculaire 64.000, pourrait être le résultat 
. 
d'une déficience en NADBH engendrée par un dy sfonctionnement pro-
gressif du cycle des pentoses phosphates (Houben 1981) ou par 
d'autres facteurs que nous ne maîtrisons pas actuellement. Nous 
ne pouvons conclure ici sur le mécanisme précis qui favoriserait 
le passage d'équilibre d'une forme tétramérique vers une forme 
dimérique et inversément. Tout au plus, pouvons nous suggérer que 
ce mécanisme impliquerait 'tn vivo' un maintien du potentiel ré-
ducteur de la cellule. 
F. Mbemba (Lab. Prof. J. Remacle) semble montrer qu'au cours 
de la sénescence cellulaire des fibroblastes WI-38, ceux-ci perdent 
environ 30 % de la production normale de glutathion réduit (résul-
tats non publiés). De plus, Ohrloff et al. (1980) ont montré des 
pertes d'activités en glutathione réductase et glutathione peroxy-
dase, de l'ordre de 50 % au cours du vieillissement global du 
cristallin de bovin. 
Ces pertes d'activités s'accompagnent au niveau des couches 
vieilles du cristallin, d'une augmentation importante de leur 
thermolabilité. Ces auteurs suggèrent une décroissance de la 
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stabilité conformationnelle des protéines qui conduit par modi-
fications post-traducti?nnelles, à l'inactivation de la glutathione 
réductase et péroxydase. Ces modifications s'accompagnent également 
d'une perte de GSH et donc d'une capacité à interférer dans le 
mécanisme de défense cellulaire contre les dérivés de l'oxygène. 
d) Effet_de_la_vincamine_sur_les_cellules_en_culture 
La vincamine-alcaloïde de Vinca minar t . (Schlittler et 
Furlenmeier 1953)-est une substance utilisée en gér.iatrie chez 
des patients qui présentent une régression des facultés mentales 
et physiques. La symptomatologie est généralement hétérogène et 
imprécise : troubles de la concentration, de la réflexion, de 
la mémoire, du sommeil, de l'affectivité et de l'humeur - dépres-
sion, irritabilité, rigidité affective, troubles du comportement 
social. En fait, ces symptômes semblent liés à un déficit du 
métabolisme neuronal dû à une carence d'apport et peu de captation 
d'éléments énergétiques. 
Les études d'impact de la vincamine sur des tissus nerveux 
d'embryons de souris (André~Balisaux et al. 1977), sur des fibro-
blastes WI-38 (Remacle et al.1982) montrent une stimulation de la 
croissance cellulaire liée à une reprise métabolique de la con-
sommation en glucose et en oxygène. Il est à remarquer que cette 
augmentation de la capacité de synthèse cellulaire s'accompagne 
pour les fibroblastes WI-38 traités, d'une augmentation importante 
du pool de NADPH disponible. Enfin, l'analyse du comportement 
thermorésistant de la glucose-6-phosphate deshydrogénase (G~PD) 
de fibroblastes WI-38 g53-g54 cultivés 15 jours dans un milieu 
enrichi en vincamine lü-5M montre que la forme G6PD plus thermo-
labile disparaît pour donner un profil de dénaturation homogène. 
-Cl: 
y_; 
-~ 
-
m 
m 
= 
-= 
en 
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Pour notre part, nous avons enrichi en v·incamine 1 o-5M 
le milieu de culture de . fibroblastes WI-38 g51-g52. Celui-ci a 
été renouvelé le 10° jour et les dosages enzymatiques ont été 
effectués le 15° Jour de culture. Une même série de fibroblastes 
WI-_38 g5 l-g52 servait de contrôle. Les courbes de thermorésis tances 
sont présentées à la figure 48. Le tabl~au 15 reprend les valeurs 
estimées des paramètres des courbes de la figure 48. 
4-0.00 
a. 
32.00 
24.00 
16.00 
8.00 
0.00 0.00 
Figure 48 
+ vincaMine 
(controle) 
8.00 16.00 24.00 32.00 40.00 
Temps(min) 
Courbes de thermoinactivation à pH-9 et 70°C, d'une 
fraction cytoplasmique de fibroblastes WI-38 g51-g52 
préalablement cultivés 15 jours en présence (courbe a) 
ou en absence (courbe b) de vincamine 10-5M. 
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Nous constatons que la constante de vitesse de dénaturation 
de la population SOD-Cu Zn plus thermolabile (0,51 ± 0,14) (40 % 
de l'activité totale), n'est plus détectable lorsque les cellules 
sont préalablement cultjvées 15 jours dans un milieu enrichi en 
10-5M vincamine. 
Nous émettons donc l'hypothèse que la vincamine à un niveau 
de -concentration 10-5M "protège" l'enzyme d'une modification con-
formationnelle de la forme dimérique vers la forme tétramérique 
mais en plus, est capable de'Téversibilisef la forme tétramérique 
en dimérique. Nous avons constaté que la vincamine ne joue pas .· 
un rôle'protecteur' ou'réversibilisateur'sur les SOD modifiées 
d'homogé.nats de cellules vieilles à 4°C; nous suggérons donc que 
l'effet de la vincamine se manifeste indirectement en restaurant 
dans le cytoplasme de la cellule un environnement adéquat, notam-
ment en augmentant le taux de NADPH, ce qui permettrait de main-
tenir les molécules de SOD cytoplasmiques dans leur conformation 
dimérique. 
~tant donné l'absence d'un tableau complet sur les 
modi f ications métaboliques que produit la vincamine, nous ne 
précisons pas davantage les origines et conséquences de ce phéno-
mène. 
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CHAPITRE IV - CONCLUSIONS GENERALES 
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Notre travail s'inscrit globalement dans l'analyse enzy-
matique du processus de vieillissement atteignant les fibroblastes 
WI-38 en culture. Deux axes de recherches sous-tendent ce travail. 
Le premier concerne l'analyse de la validité de la théorie de l'er-
reur catastrophique émise par Orgel en 1963 et généralisée en 1973. 
Le deuxième implique l'hypothèse des modifications protéiques post- • 
traductionnelles (Dreyfus et al. 1978) et conformationnelles (Rothstein 
1981). 
Face à la première théori e d' Orgel ( 1963) qui explique le 
vieillissement par l'apparition d'erreurs au cours de la synthèse 
protéiqu~, nos résultats montrent que les supero.xyde dismutases 
se comportentdifférem~ent en fonction de leur localisation sub-
cellulaire. Seule la SOD-Cu Zn cytoplasmique s'altère au cours 
du vieillissement. La SOD-Mn mitochondriale (non synthétisée au 
niveau du DNA mitochondrial) garde un état catalytique et une 
structure native stable en fonction de l'âge physiologique cel-
lulaire: De plus, nos expériences mettent en évidence que la 
fraction SOD-Cu Zn cytoplasmique n'est altérée qu'à la condition 
d'être environnée d'un milieu cytoplasmique âgé. Il y a réver-
sibilité de la forme plus thermolabile (signe d'une altération de 
l'enzyme) lorsque celle-ci est plongée dans un milieu cytoplas-
mique jeune. Ces observations s ' â ccordent avec l'hypothèse des 
modifications protéiques post-traductionnelles. 
Nos résultats perdent leur caractère contradictoire à 
la théori.Pd'Orgel de 1963 lorsque nous nous référons à la théorie 
généralisée du même auteur, proposée en 1973. En effet, Orgel 
englobe dans cette théorie toutes les causes qui seraient responsables 
d'erreurs au cours du vieillissement, à savoir, l'action des 
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radicaux libres, les modifications de 'turn-over'. les mutations 
somatiques, les modificftions de la synthèse protéique, et éga-
lement, l'hypothèse des modifications protéiques conformationnelles 
et post-traductionnelles. Cette théorie suggère aussi que les 
molécules enzymatiques cloisonnées dans les compartiments sub-
cellulaires sont protégées par les membranes des organites et ne 
seraient donc pas touchéespar les modifications survenant dans le 
cytoplasme au cours de la sénescence. 
Nous constatons que l'apparition d'une forme enzymatique 
plus the~molabile de la SOD-~u Zn cytoplasmique est liée à la 
qualité de l'environnement cytoplasmique vieux et se caractérise 
à la fois par une perte d'activité par unité d'antigène (matériel 
à réact_ion croisée), par une modification conformationnelle de la 
forme dimérique native vers la forme tétramérique (plus thermo-
labile), par une migration électrophorétique plus lente, par le 
maintien des points isoélectriques et la répartition qualitative 
des isoénzymes de la SOD-Cu Zn. 
Nous mettons en évidence l'existence d'un équilibre entre 
la forme enzymatique SOD-Cu Zn modifiée et la SOD-Cu Zn native, 
qui peut être déplacée"in vitrd', vers la f orme native, par . le 
mercaptoéthanol, le NADPH ou l'adjonction d'un environnement cyto-
plasmique jeune. Ce déplacement d'équilibre est également sug-
géré"in vivo"par l'effet de la vincamine sur les cellules en cul-
ture. Ces observations appuient l'hypothèse des modifications 
protéiques conformationnelles et post-traductionnelles. Cependant, 
l'effet du NADPH suggère que la présence d 'enzymes modifiées ne 
serait pas une cause fondamentale du vieillissement, mais plutôt 
une conséquence des modifications apparues à un autre niveau dans 
le métabolisme. 
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Enfin, s'il apparaît que différents arguments peuvent être 
avancés pour constater ~ne défaillance du mécanisme de défense de 
la cellule contre les dérivés de l'oxygène (production augmentée 
de radicaux libres et de MDA, induction de la peroxydation des 
lipides polyinsaturés, perte de glutathion réduit, d'anti-oxydants, 
pertes d'activité et thermolabilités accrues d'enzymes .•• ), nos 
résultats restent insuffisants pour expliciter l'impact physiolo-
gique des SOD sur la sénescence cellulaire. Nous suggérons que 
l'analyse globale du mécanisme de défense des fibroblastes WI~38 
contre les dérivés de l'oxygène est un élément important dans 
-la compréhension physiologique du vieillissement cellulaire. 
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